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® Dlrekter Gentransfer In Plastide und MItochondrien. 

® Es wird ein Verfahren zur direkten Bn- 
schleusung von DNA in die Plastide und Mitochon- 
drien von pflanzlichen Photoplasten beschrieben, 
das sich im wesentlichen dadurch kennzeichnet, 
dass man in Abwesenheit eines Pathogens diese 
besagte DNA in einem Medium, in dem die DNA in 
die Protoplasten und die in diesen befindlichen Pla- 
stide und MItochondrien ©inzudringen vermag, mit 
CM den Protoplasten so lange in Kontakt bringt dass 
< diese Penetration gewahrieistet ist. so dass letztlich 
j^Pflanzen mit verbesserten Eigenschaften resuWeren. 
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Direkter Gentransfer in Piastide und Mitochondrien 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
fur den direkten Gentransfer in die Piastide und die 
Mitochondrien, vorzugsweise in die Cliloroplasten 
von pflanzliclien Protoplasten. 

!m Rahmen der vortiegenden Erfindung sind 
unter dem Oberbegriff Pfianzen alle ein-oder viel- 
zelligen Organismen zu verstehen, die befahigt 
sind Photosynthesen durchzufuhren. 

Als pflanziiche Protoplasten werden Pflanzen- 
Zellen bezeichnet. deren Zeilwande durch Behand- 
lung mit cellulolytischen Enzymen ganz oder teil- 
weise entfemt worden sind. 

Die Chloropiasten bilden einen Angriffspunirt 
fUr Vertreter aus verschiedenen Herbizid-Klassen, 
so 2.B. fur die Triazin-Herbizide. Erst kDrzlich wur- 
de entdeclct, dass das Atrazin. ein Vertreter der 
Triazin-Herbizide, xt\\\ einem 32 kd Polypetid in 
Wechselwirkung tritt. das von einem Chloroplasten- 
Gen, dem sogenannten psbA-Gen, codiort wird - 
(Hirschberg at aL. 1984). 

Die Substitution eines einzigen Nucleotids in- 
nerhalb der kodierenden Region des psbA-Gens, 
die den Austausch einer einzigen Aminosaure im 
32 kd Polypeptid zur Folge hat fOhrt zu einer 
Resistenz gegenQber Atrazin. Solche Mutationen 
findet man bei Unkr^utern. so z.B. bei Amaranthus 
iivbridus und Solanum nigrum. 

Es ware nun wunschenswert. wenn es gelSnge 
Gene direkt in die Plastide-und Mitochondrienge- 
nome von Pflanzen. insbesondere von Kulturpflan- 
zen, einzubauen. Dies wQrde es ermSgiichen. sol- 
clien Pflanzen neue, wQnsclienswerte Eigen- 
schaften zu verleihen. Um Herbizid-resistente 
Pflanzen zu erzeugen werden beispielsweise Gene, 
die eine Herbizid-Resistenz vermitteln. in Herbizid- 
sensitiven Chloropiasten benotigt 

Die bisherigen Anstrengungen galten im allge- 
meinen einer genetischen Manipulation des nuclea- 
ren Genoms der pflanzlichen Zelle, um eine Resi- 
stenz Oder eine Toleranz gegenOber Herbiziden zu 
erzielen, die in Chbroplasten aktiv sind. 

Diese Vorgehensweise fQhrt jedoch lediglich zu 
marginalen Toleranzerscheinungen gegenQber die- 
sen Herbiziden. nicht aber zu wirklichen Resisten- 
zen. 

Bisher wurde es fQr unmSglich gehalten. eine 
echte Resistenz gegenQber Herbiziden, die in Ch- 
loropiasten wirksam sind, mit Hilfe des direkten 
Gentransfers auf Kultur-Pf lanzen zu Qbertragen. da 
man bisher davon ausging, dass eine Transforma- 
tion von Plastiden, wi z.B. den Chloropiasten, mit 
dieser Methode nicht mogiich ist. 



Ein weiter r Nachteil bei der Bnschleusung 
von Genen, die eine wQnschenswerte Eigenschaft 
wie Z.B. eine Herbizid-resistenz, vermitteln. ins 
nucleare Genom einer Pflanze liegt in der FShigkeit 
5 einiger Pflanzen zur Fremdbestaubung von 
UnkrSutern begrundet. Solche Kreuzungen erSffnen 
eine t^Sglichkeit, diese bei Kulturpflanzen enwQn- 
schten Eigenschaften in UnlcrSuter zu Qbertragen. 
Eine der am hSufigsten verwendeten Methoden 
70 zur Einschleusung von Qenen ins nucleare Genom 
von Pflanzen besteht in der Infektlon von Zellen mit 
Pathogenen, wie z.B. einem Agrobacterium, das Ti- 
Plasmid Vektor-Systeme enthSIt (Barton et al., 
1983; Chilton et al., 1985). Diese Verfahren haben 
75 aber deutliche Nachteile, die im Zusamm nhang 
mit dem Infektionsvorgang stehen. Diese Nachteile 
bestehen zum einen in einer begrenzten Wirtspezi- 
fitat zum anderen in der Notwendigkeit, die trans* 
fonmierten Pflanzenzellen von dem fQr die Transfor- 
20 mation venvendeten Pathogen wieder zu befr ien. 

Es wurden darOberhinaus Bedenken geg n 
eine Entlassung solcher Pathogene in die Umw It 
laut. (Roberts. 1985). 

De Block et al. (1985) berichten Qber di V r- 
25 wendung eines Agrobakterium Ti-Plasmid V Wor- 
Systems fOr die Einschleusung eines fOr eine 
Antibiotika-Resistenz kodierenden Gens, ins 
Chloroplasten-Genom von Tabak-Protoplast n. aus 
denen vollstandige Zellen und schliesslich kom- 
30 plette. fertile Pflanzen regeneriert v»rerden konnten. 
Die Autoren fanden jedoch. dass das Gen in Abwe- 
senheit der entsprechenden Antibiotika instabil war 
und nach kurzer Zeit wieder verloren ging. Die 
Erhaltung von Pflanzen unter Antibiotlka-Selektions- 
35 druck stem aber keine praktische Anwendung dar. 

Verfahren fQr die direkte Transformation von 
pflanzlichen Protoplasten mit nackter linearer DNA 
Oder zirkulSrer Plasmid-DNA sind ebenfalls bekannt 
(Paszkowski et al.. 1984; sowie Schilperoort et al.. 
40 1983). Bei diesen Verfahren wird kein Pathogen fQr 
den Infektionsvorgang ben5tigt. Bis zum jetzig n 
Zeitpunkt blieben diese Methoden jedoch auf die 
nucleare Transformation beschrMnkt 

Es werden daher Verfahren ben6tigt, di den 
45 direkten Transfer von nOtzlichen Genen in das 
Genom von Plastiden und Mitochondrien erlaut)en, 
so dass vorteilhafte, neue Eigenschaften auf pflanz- 
iiche Zellen Qbertragen werden kfinnen. ctfine dass 
eine vorherige Infektion der Zellen mit einem Pa- 
so thogen notwendig ist und wobei gleichzeitig v rhin- 
dert wird. dass diese Eigenschaften auf Unkrguter 
Qbertragen werden. Weiterhin Ijesteht ein BedQrfnis 
fQr In Verfahren, das den stabilen Transfer von 
Genen in Piastide und Mitochondrien von Pflanzen- 
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Zellen und ganzen Pflanzen gewahrleistet, so dass 
die Expression besagter Gene nicht wahrend der 
Entwicklung d r Kultur-Pflanzen auf dem Feld ver- 
toren g ht. 

Ein wesentlicher Bestandteil der vorliegenden 
Erfindung besteht somit in der Bereitstetlung eines 
Verfahrens fur die dicekte EnfOhrung von Genen in 
das Genom von Plastiden und Mitochondrien. vor- 
zugsweise von Chloroplasten. ohne Infektion der 
Zellen mit einem Pathogen und Erhaltung der 
Gene in besagtem Genom. Bn weiterer Ge- 
genstand der vorliegenden Erfindung besteht in der 
Herstellung ganzer RIanzen. die genetisch manipu- 
lierte Plastide und Mitochondrien enthalten, und 
zwar unter Bedingungen, unter denen die mittels 
rekonrtbinanter Gentechnologie massge- 
schneiderten Elgenschaft(en) stabil erhalten bleiben 
und zur Expression gelangen. 

Wie aus der nachfolgenden Beschreibung her- 
vorgeht. werden diese und noch weitere Ziele 
durch die Bereitstellung des erfindungsgemassen 
Verfahrens zur direkten Einschleusung von DNA in 
die Plastide und Mitochondtren von pfianzlichen 
Protoplasten erreicht, wobei besagte DNA aus ein- 
em Oder mehreren Genen und in Plastiden und 
Mitochondrien aktiven Promotoren besteht und das 
Verfahren sich dadurch kennzeichnet. dass man in 
Abwesenheit eines Pathogens diese besagte DNA 
mit Protoplasten in einem Medium so lange in 
Kontakt bringt, dass die Penetration des Gens in 
die Protoplasten und die darin befindlichen Plastide 
und Mitochondrien gewghrleistet ist. 



Abbikjunoan 

Abb. 1 zeigt ein Riessdiagramm der Einzel- 
schritte fOr die Konstruktion der Plasmide pCAT° 
und p32CAT. 

Abb. 2 zeigt ein Riessdiagramm der Einzel- 
schritte fOr die Konstruktion des Plasmids pUCHI. 

Abb. 3 zeigt ein Fliessdiagramm der Bnzel- 
schritte fDr die Konstruktion des Plasmids pBR- 
CAT> 

In den beiliegenden Abbildungen werden fol- 
gende Kurzsymbole verwendet: 
X « Xhol 
S « Smal 
H « Hindfll 
B « BamHI 
Rl ■ EcoRi 
SI m Salt 

LIG. « LIglerung mittels einer T4 DNA Ligase 

X/SI bezeichnet ine St lie. an der durch das 
Verbinden einer Xhol-Sequ nz mit einer Sail- 
Sequenz eine hybrid Restriktionsschnlttst lie ge- 
schaffen wird, die v n k inom der Enzyme ge- 
schnitten werd n kanri. 



CAT bezeichnet die kodi rende Regi n der 
Chloramph nicol-Acetyl-Transferase. CAT be- 
2 ichn t die promotorfreie Form des CAT-G ns. 

In den AbbiWungen 1 bis 3 wird das psbA-Gen 
5 durch einen schwarzen Balkan, der zugehorige 
Promoter durch einen schwarzen Kasten charakt ri- 
siert. 

In den Abbildungen 1 bis 3 ist fOr CAT kodie- 
rende Region punktiert gezeichnet 
w In der vorliegenden Erfindungs-Beschreibung 
und den Patentansprtlchen gelten folgende Defini- 
tionen: 

Ein "Gen" ist eine DNA-Sequenz. gekennz ich- 
net durch einen Promoter und eine transkribierbare 
75 DNA-Sequenz. 

Der Promoter, der in den meisten FSIIen nicht 
transkribiert wird. veranlasst die Transkription d r 
nachfolgenden. in einigen FMIIen auch den ihn um- 
gebenden Gen-Sequenzen in die entsprechende 
20 RNA. Die RNA kann Oder auch nicht in ein Polype- 
tid Gbersetzt werden. Falls die RNA Qbersetzt wird 
bezeichnet man sie als mRNA. Die RNA-Sequenz, 
die der mRNA entspricht sowie auch die mRNA 
selbst sind aus einer 5' Region, die nicht Obersetzt 
25 wird. einer kodierenden Region, sowie einer 3' Re- 
gion zusammengesetzt, die ebenfalls nicht 
Qbersetzt wird. Nur die kodierende Region wird in 
das entsprechende Polypeptid Qbersetzt 

Die "aktiven- Telle einer DNA-Sequenz bilden 
30 diejenigen Abschnitte. die fur die Funktion der 
DNA-Sequenz verantwortlich sind. Bnige Beispi le 
von aktiven Bereichen von DNA-Sequenzen umfas- 
sen die RNA-Polymerase-Bindungsstelle. das Initia- 
tionssignal (TATA-Box) des Promoters, die Riboso- 
35 menbindungsstelle sowie das Translationsinitia- 
tionssignal der nicht Qbersetzten 5'-Region. die 
kodierende Sequenz, das Transkriptions-Stop-Sig- 
nal sowie das Polyadenylations-Signal der nicht 
Obersetzten 3'-Region. Die verschiedenen Spacer- 
^ Abschnitte. in denen die DNA-Sequenz kein Be- 
deutung hat. werden nicht als aktive DNA-Sequen- 
zen betrachtet. 

Bne •Variant©" einer natOrlichen DNA- 
Sequenz bildet eine modlfizierte Form der 
45 natOriichen Sequenz. die die gleiche Funktion 
erfODt. Dabei kann es sich um eine Mutante Oder 
eine synthetische DNA-Sequenz handeln, di Im 
wesentfichen zu der entsprechenden natOrlichefl 
Sequenz homok>g Ist 
50 Als im wesentlichen homolog zu einer zwetten 
DNA-Sequenz betrachtet man eine DNA-Sequenz 
dann, wenn mindestens 70 %, vorzugsweise min- 
destens 80 %, insbesondere mindestens 90 % d r 
aktiven Ant ile der DNA-Sequenz homotog sind, 
65 Zur Festst Hung d r substanti II n Homologie wer- 
den zwei V rschiedene Nucleotide innerhalb einer 
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DNA-Sequenz einer kodierenden Region immer 
noch als homolog angesehen. wenn der gegensei- 
tige Austausch dieser Nucleotide zu iner stillen 
Mutation fuhrt. 

Eine DNA-Sequenz "stammt ab von" einer 
Quelle, wie z.B. den Ptastiden oder Mitochondrion, 
wenn diese DNA-Sequenz in dieser Quelle vor- 
kommt Die vorliegende Erfindung umfasst auch 
Varianten einer solchen DNA-Sequenz. 

Bne DNA-Sequenz ist "tunktioneH" In Plastiden 
Oder Mitochondrien, wenn sie ihre erwartete Funkti- 
on erfullt und in den Nachkommen der Plastlde 
und Mitochondrien erhalten bleibt. 

Unter "transform ierbaren. pflanzlichen Protopla- 
sten", versteht man Protoplasten. .die nach einem 
direkten Gen-Transfer ein Ptastid-oder ein Mito- 
chondriengenom enthalten. das kovalent-verknOpfte 
DNA aufweist, die normaierweise in diesen Ptasti- 
den Oder Mitochondrien nicht vorkommt. 

Pflanziiche Protoplasten die mit Hiife des erfin- 
dungsgemassen Verfahrens transformierbar sind, 
konnen von kultivierten Zellen, sowie von Zelien 
die in Pflanzenteilen oder vielzelligen Pflanzen ein- 
gebaut vorliegen; abstammen. Die transformierba- 
ren pflanzlichen Protoplasten kSnnen aber ebenso 
von einzelligen RIanzen. wie z.B. Algen abstam- 
men. Enige Beispieie einzelliger Pflanzen umfas- 
sen die Cyanobacterien (e.g. Svnechococcus spd.) 
sowie Chlamvdomonas und Euolena . Besonders 
bevorzugt im Bahmen der voriiegenden Erfindung 
sind jedoch pflanziiche Protoplasten. die von viel- 
zelligen Pflanzen abstammen. Nach der ertolgten 
Transformation konnen die Protoplasten gegebe- 
nenfalls zu ganzen Pflanzen regeneriert werden. 

Mit Hilfe der voriiegenden Er^ndung ist es nun- 
mehr mogllch die Plastlde und Mitochondrien jegli- 
Cher pftanzticher Protoplasten gezielt genetisch zu 
modifizieren. 

Einrge Beispieie derartiger pflanzllcher Proton- 
plasten sind: Solanum spo. (Kartoffel), Gossvpium 
spp. (Baumwolle), Glycine sop. (Sojabohne), Petu- 
nia SEEt (Petunie). Daucus spp. (KanDtle) Citms sbb 
(Orange, Zitrone), Lvcopersicon spp. (Tomate), 
Brassica spp. (Rube, Kohl. Blumenkohl etc), Beta 
spp. (RObe). Phaseoius spp. (Bohne), Helianthus 
SPP. (Sonnenblume), Arachis spp. (Erdnuss). Ama- 
ranthus spp. (Fuchsschwanz), Medicaoo spp. - 
. (Alfalfa), Trifolium spp. (Klee). Atropv spp. (Nacht- 
schatten), Hvoscvamus spp. (Bilsenkraut), Digitalis 
spp. (Rngeitlut), Catharanthus spd. (ImmergrQn). 
Plsum spp. (Erbse), und Pinus spp. (Kiefer). 

Transformlerbare Plastide sind z.B, Chromopla- 
sten, Amyloplasten, Leucoplasten, Etioplasten. Pro- 
ptastide und Chloroplasten. Besonders bevorzugt 
fOr die Transformation sind die Chloroplasten. 



Di vorliegende Erfindung betrifft ferner Gene, 
die in den Plastiden und Mitochondrien funk- 
tionsfahig sind. Die Gene der v rliegenden Erfin- 
dung Obertragen durch ihre Bnschliessung auf die 
5 Plastide und Mitochondrien eine gewunschte, 
nGtzliche Eigenschaft Einige Beispieie fur solche 
nutzlichen Eigenschaften sind: die Phytotoxin-Resi- 
stenz, wie z.B, Herbizid-oder Antibiotika-R sistenz, 
verbesserte photosynthetische Effizienz sowie En- 
70 zymaktivitat in Fallen, in denen ein chromogenes 
Substrat fUr das Enzym bekannt ist. 

Unter Herbizid-Resistenz versteht man im vor- 
iiegenden Fall eine Resistenz gegenuber alien H r- 
biziden. die in den Plastiden oder Mitochondrien 
T5 aktiv sind. So sind belspielswelse zahlreiche Herbi- 
zide in Chloroplasten aktiv. Zu diesen Herbizidklas- 
sen gehoren z.B. di© Triazin-, Hamstoff-. 
Sonfonylharnstoff-sowie die Uracilderivate, ebenso 
wie das Glyphosate (N-Phosphomethylglycin). 
20 Einige Beispieie fQr Triazin-Herbizide umfassen 
das Atrazin, Ametryn, Metribuzin sowie das Sima- 
zin. Bnige Beispieie fOr Hamstoff-Herbizide - 
schliessen die Phenylhamstoffe, wie z.B. Dluron. 
Chloroxuron und Ruormeturon sowie das DCMU 
25 (Dichlormethylharnstoff) ein. Beispieie fur Sulfonyl- 
harnstoffe sind Oust and Glean, sowie fQr Uracil- 
Herbizide das Bromacil und Terbacil. Diese und 
andere Herbicide sind in LeBaron und Qressel • 
(1982) beschnefcken. 
30 Um eine Zelle gegenOber Herbiziden resistent 
zu machen. ist es nicht notig, dass man mittels 
direktem Gentransfer in jeden der 50 bis 100 Ch- 
loropasten dieser Zelle ein fQr die Herbizid-Resi- 
stenz kodierendes Gen einschleust Ein direkter 
35 Gentransfer in einen kleinen Tetl der vorhandenen 
Chlorodplasten ist vdliig ausreichend um die Zell n 
vor Herbiziden zu schUtzen. 

Die Mdglichkeit eine Herbizid-Resistenz z.B. 
gegen Atrazin, auf RIanzen zu Obertragen Ist aus 
40 verschiedenen GrOnden wQnschenswert Sie er- 
laubt belspielswelse die Anwendung dieses Herbi- 
zids in hSheren Dosen auf RIanzen, die dann tole- 
rant sind gegenUt)er besagtem Herblzid. Mit den 
hSheren Herbizid-Dosen erzielt man dann gleich- 
45 zeitig eine bessere Effizienz in der Unkraut- 
bekampfung. 

DarOfcjerhinaus kann die Herbizid-Resistenz 
aber auch als selektiver Marker venwendet werden, 
der genetisch mit einer physiologischen Eigen- 
50 schaft gekoppelt wird. die an sich schwierig zu 
selektieren ist Um diese M5glichkeit nutz n zu 
konnen, wird ein Donor-Plasmid konstruiert, das in 
Gen enthalt. das eine Herbizid-Resistenz bewtrkt 
sowie ein zweites Gen. das die andere wtln- 
55 sch nswerte Eigenschaft v rmrttelt Dabei kann s 
sich beisptelsweise um ine erh5hte photosyntheti- 
sch Effizienz handeln, Diese Donor-DNA wird in 
pflanziiche Protoplasten ingeschleust, die zu einer 
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pflanzlichen Zellkultur oder zu ganzen Pflanzen 
regeneriert werden konnen. Die resultierenden 
Pflanzen besitzen dann sowohl die Eigenschaften 
der Herbizid-Resistenz aus auch die besagte 
zweite Eigenschaft. Lasst man diese Pflanzen in 
Gegenwart des entsprechenden Herbizids wach- 
sen. so ist es moglich. Pflanzen zu selektionieren. 
die diese besagte zweite Eigenschaft besitzen. 

DarOberhinaus gestattet die EinfOhrung einer 
Donor-DNA. die sowohl eine Herbizid-Resistenz. 
als auch eine zweite aus angronomischer Sicht 
nutzliche Eigenschaft auf pflanzliche Chloroplasten 
Obertragt diese zweite Eigenschaft in den Chtoro- 
plasten stabil zu erhatten. wenn man die Pflanzen 
in Gegenwart des Herbizids anbaut. 

Auf die Instabilitat fremder Gene in Chloropla- 
sten hat bereits De Block et al. (1985) hingewiesen 
(siehe oben). 

Besonders bevorzugt ist eine Herbizid-Resi- 
stenz gegenOber Atrazin (2-Chlor-4-ethylamino-6- 
isopropyiamino-l .3.5-triazin). 

FQr die in vitroldentifizierung von Zellen mit 
transformierten Plastiden oder Mitochondrien. kann 
eine Antibiotika-Resistenz verwendet werden. 

Eine Antibiotika-Resistenz ist eine Eigenschaft. 
die fUr die in vitro-ldentlfizierung von Zellen. die 
transfomnierte Plastide oder Mitochondrien enthal- 
ten. verwendet werden kann. Gene, die diesen 
selektierbaren Marker tragen, sind ausserordentlich 
nOtzlich, wenn sie auf genetischem Weg mit 
agronomisch nOtzlichen Eigenschaften verknupft 
werden. Hierfur eignen sich beispielsweise Resi- 
stenzen gegen Chloramphenicol, Kanamyrcin oder 
aber in Prinzip auch Resistenzen gegenuber belie- 
bigden anderen Antibiotika, 

Eine nutzliche Eigenschaft. die in erster Unie 
als Marker fur eine Auslese (Screening) zur Identifi- 
ziemng von Pflanzen-Zellen- von Gewebe-Kulturen 
geeignet ist. die genetisch manipulierte Plastide 
Oder Mitochondrien enthalten, erreicht man z.B, 
durch EInschleusung eines Gens, das fOr ein En- 
^ym kodiert, welches ein farbgebendes Substrat 
besitzt. Handeh es sich bei besagtem Enzym bei- 
spielsweise urn beta-Galaktosidase. so werden die 
Pflanzen-Zellen auf einem Gewebekultur-Medium 
ausplatiert. das das fart^gebende Substrat Xgal (5- 
Chlor-4.brom-3-indolyl-j8-D-galactosid) enthSIt 
Pflanzenzellen. die genetisch manipulierte Plastide 
Oder Mitochondrien enthalten, werden dabei durch 
den Farbstoff Indigoblau angefSrbt. da dieser auf- 
grund der Spaltung von Xgal durch iJ-Galaktosi- 
dase freigesetzl wird. 



Die Gene, die far die vorliegende Erfindung 
geeignet sind. konn n nach an sich bekannten 
Methoden gewonnen werden. Bei diesen Method n 
handelt es sich z.B. urn di Isoliemng naturlicher, 
5 nonnaten«feise nur ausserhalb der Plastide oder 
Mitochondrien vorkommender Gene oder deren 
Varianten, die eingeschleust werden sollen. 

Besagtes Gen kann jedes naturlich vorkom- 
mende Gen oder eine seiner in den Plastiden oder 
JO Mitochondrien funktionsfahigen Varianten sein. Be- 
vorzugt sind naturlich vorkommende Platid-, 
Mitochondrien-oder Bakterien-Gene. Besonders be- 
vorzugt sind Chloroplast-Gene. * 

Um sicher zu sein. dass sich besagtes Gen 
75 tatsachlich in den Plastiden oder Mitochondrien 
befindet und nicht etm im Zellkem. kann man 
vorteilhaften«reise. aber nicht zwingend notwendig. 
em im Zellkem nicht oder aber zumindest deutlich 
weniger ais in den Platiden oder Mitochondri n 
20 funktionsfShiges Gen einsetzen. 

Einige Beispiele natOrlich vorkommender 
Bakterien-Gene sind z.B. solche. ' die fOr eine 
Antibiotika-Resistenz oder fOr Enzyme mit inem 
farbgebenden Substrat kodieren. Ein bakterielles 
25 Gen. das in der Lage ist eine Antibiotika-Resistenz 
auf Plastide oder Mitochondrien zu Obertragen, ist 
2.B. das Chloramphenicol-Acetyl-Transferase-Gen. 
Ein bakterielles 6en. das fQr ein Enzym mit chro- 
mogenem Substrat codiert. ist z.B. lacZ. das fOr 
30 die /J-Galaktosidase kodiert Einige Beispiele von 
Plastid-oder Mitochondrien-Genen sind Gene, die 
fDr eine Herbizid-Resistenz oder fOr eine verbes- 
serte photosynthetische Effizienz kodieren. Ein 
Chtorplasten-Gen. das in der Uge ist eine 
35 HertJizid-Resistenz zu Obertragen, ist z.B. das 
mutierte psbA Gen. wek^hes von Hirschberg et al, • 
(1983) beschrieben wird oder eine Mutante des 
psbD-Gens (Rochaix et al.. 1984). Ein 
Chtoroplasten-Gen. das in der l-age ist eine verbes- 
40 serte photosynthetische Effizienz zu Obertragen. 
wird Z.B. durch eine modifizterte Form von rbcL 
reprSsentiert das fOr eine modifizierte grosse 
UntereinheH der Ribubse-1 ,5-bisphosphat- 
carboxylase/oxygenase (Rubisco) kodiert. Ein Gen. 
4s das die grosse Untereinheit der Rubisco exprimiert 
ist bereits in den Chteroplasten enthalten und bei 
der Photosynthese beteiligt. Es ist aber auch 
mSglich, eine modifizierte (mutierte. manipulierte 
Oder heterotoge) Form diese Gens mit verbesserter 
so photosynthetischer Effizienz [Jordan et al.. (1981)] 
einzuschleusen. Eine weitere MSglichkeit ein Gen 
zu erhalten. das in den Plastiden oder Mitochon- 
drien funktionsflhig ist. besteht in der Konstruktion 
ines chimiren Gens. Ein chimSres Gen ist in 
65 Gen Oder zumind st ein Teil ines Gens, vorzugs- 
weise ein aktiver Teil ines Gens, der 
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naturlicherweise nicht kovalent an die iJbrigen T ile 
gebunden ist. Das chimare Gen kann entweder ein 
RNA-Transkript spezifizieren oder fur ein Poly pep- 
tid kodieren. 

Ms Promotoren des chimSren Gens kommen in 
Rahmen der vorliegenden Erfindung alle Promo- 
toren in Frage. die in Plastiden oder Mitochondrien 
funktionsfahig sind. Promotoren fDr chinnare Gene 
konnen von einem natiirlich vorkommenden 
Plastid-oder IVIitochondrien-Gen oder von einem 
Gen stammen, das nicht in den Plastiden oder 
Mitochondrien vorkommt, Unter den nalurlich vor- 
komnnenden Promotoren aus Plastiden oder 
Mitochondrien-Genen sind insbesondere solche be- 
vorzugt, die aus psbA, psbD und rbcL-Genen stam- 
men. Bei besagten Promotoren kann es sich 
ebenso urn Varianten natOrlicher Promotoren han- 
deln, Bei einem heterologen Promoter des 
chimaren Gens kann es sich erfindugnsgemSss urn 
einen natOrlichen Promoter handeln. der normaler- 
weise nicht in Plastiden oder Mitochondrien vor- 
kommt 

Da die Funktionen von Plastid-oder 
Mitochondrien-Genen oft ahnlich oder mit den Fuk- 
tionen von bakteriellen Genen identisch sind. 
konnen auch bakterielle Promotoren in Plastiden 
Oder Mitochondrien funktionsfahig sein. Jeder bak- 
terielle Promotor, der in Plastiden Oder Mitochon- 
drien funktionsfahig ist. kann daher auch erfin- 
dungsgemass afs Promotor des chimaren Gens 
eingesetzt werden. Bnige brauchbare bakterielle 
Promotoren sind 2.B. solche des Neomycin- 
Phosphotransferase-ll-Gens und der T-DNA-Gene, 
wie Z.B. das Nopalin-Synthase-Gen des Ti-Plas- 
mids. 

Als heterologer Promotor kommt auch jeder 
teilweise Oder vollstandig synthetisch hergestellte 
Promotor in Frage, der in Plastiden Oder Mitochon- 
drien funklionsfShig ist 

Teilweise Oder vollstSndig synthetisch herge- 
stellte Promotoren. die ihren natOrlichen Vorbildem 
dadurch ahneln. dass sie 10 Nucleotide unterhalb 
des Transkriptions-Starks eine TATAAT-Shnliche 
Sequenz aufweisen, sind ebenfalts Bestandteil vor- 
liegender Erfindung. 

Bei der nicht Obersetzten 5-Region des 
chimaren Gens der voriiegenden Erfindung kann es 
sich um jede beliebige nicht ubersetzte 5'-Region 
handein, die in den Plastiden oder Mitochondrien 
funktionsfahig ist Die nicht Obersetzte 5'-Region 
kann beisptelsweise von Plastid-oder 
Mitochondrien-Genen oder von Genen anderen 
Ursprungs stammen. Gne bevorzugte homologe 
nicht Ubersetzte 5-Region stammt von den psbA, 
psbD Oder rbcL-Gen n. Eine bevorzugt heterologe 
nicht Ubersetzte 5-R gion stammt von bakteriellen 



Genen. Synth tische nicht Lib rsetzte 5'-Regionen. 
di aufgrund einer ffektiven Ribosomenbindungs- 
stelie ihren natDriichen Vorbildem ahneln. sind 
benfalls Bestandteil vorliegend r Erfindung. 

5 Im Prinzip eignet sich jede beliebige kodie- 

rende Region, die in der Lage ist eine wDn- 
schenswerte Eigenschaft auf eine Pflanzen-2 Ile zu 
ubertragen, fQr die erfindungsgemSsse Verwen- 
dung als kodierende Region. Sowoh! die kodieren- 

10 den Regionen der oben erwShnten natiirlich rweis 
vorkommenden Gene aUs auch kodierende Regio- 
nen aus anderen Quellen konnen im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung fQr die Herstellung ines 
chimaren Gens verwendet werden. 

75 Folglich konnen die kodierenden Regionen im 
Rahmen der voriiegenden Erfindung von 
natCrlicherweise vorkommenden Plastid-oder 
Mitochondrien-Genen oder von einer anderen Quel- 
le stammen; sie konnen auch vollstSndig oder teit- 

20 weise synthetisch oder durch Fusion zweier od r 
mehrerer solcher kodierender Regionen unter Bei- 
behaltung des Leserahniens hergestellt sein. 

Jede dieser kodierenden Abschnitte kodiert fOr 
ein Poiypeptid. das eine oder mehrere neue Eigen- 

25 schaften auf die Zellen und Pflanzen Obertragt 

Ein Beispiel fGr ein Poiypeptid, das durch ein 
natOrlichenweise in den Chloroplasten bestimmter 
Pflanzen vorkommendes Gen bestimmt wird, ist die 
mutierte Form des 32 kd Polypeptids. das von Hir- 

30 schberg et al. (1983) beschrieben wird. Es konnte 
gezeigt werden, dass dieses Poiypeptid eine 
Atrazin-Resistenz auf bestimmte Unkrauter 
Obertragt. Das psbA-Gen. welches fur besagtes 
Poiypeptid kodiert. kann aber auch auf nOtzliche 

35 Pflanzen, wie z.B. Kuiturpflanzen unter Verwendung 
des erfmdungsgemSssen Verfahrens Ubertragen 
werden. 

Ein Beispiel fUr eine kodierte Region, die nicht 
aus Plastiden oder Mitochondrien stammt ist die 

40 kodierende Region der pfianziichen. tierisch n od r 
bakteriellen oshA und oshB- Gene oder die des 
Glutathion-Reduktase-Gens (gor). wobei alle ihre 
nOtztichen Eigenschaften Ubertragen k5nnen. wenn 
sie in pfJanzliche Plastiden oder Mitochondrien 

45 eingeschleust werden. gshA und gshB kodier n 
Enzyme, die die Synthese des Tripeptides Gluta- 
thion katalysieren, welches seinerseits fUr'die kon- 
jugative Detoxifikation zahlreicher Hertjizide verant- 
wortlich ist.(Meister et al., 1983: sowfe Rennen* 

50 berg; 1982). 

Ein weiteres Beispiel fUr eine kodierend Re- 
gion, die nicht aus Plastiden oder Mitochondrien 
stammt ist der kodierende Abschnitt eines 
Glutathion-S-Transterase-Gens aus Pflanzen. Tie- 

65 ren. Insekten oder Bakterien. In manch n Pflanz n 
[Shimabukuroy et al., (1971)]. die bekanntermassen 
gegenUber dem HeriDizid Atrazin tolerant sind, bil- 
det die Anwesenheit der Glutathion-S-Transferase- 
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(n) die Grundlage dieser Toleranz. Die Glutathion- 
S-Transferase detoxifiziert das Phytotoxin. ind m 
es die Bildung eines Atrazin-Glutathion-Konjugates 
katalysien. 

Ein ander kodierende Region, die fur das 
chimSre Gen der vorliegenden Erfindung brauchbar 
ist, kodiert eine effizientere Form von Rubisco. 
Solche kodierenden Abschnitte kQnnen gegebe- 
nenfalls von naturiicherweise vorkommenden 
Genen stammen. 

Die kodierende Region der vorliegenden Erfin- 
dung kann gegebenenfalls auch aus zwei oder 
mehreren verschieden kodierenden Abschnitten 
herrOhren. Polypeptide, die durch solche kodieren- 
den Regionen spezifiziert werden bezeichnet man 
als Fusions-Polypeptide. 

Ein Beispiel fUr eine Fusions-Polypeptid stellt 
eine effizientere Form von Rubisco dar. Rubisco 
hat zwei Funktionen. zum einen als Cartkoxylase 
zum anderen als Oxygenase. Die CartxDxylase- 
Funktion ist im Verlauf der Photosynthese wirksam. 
die Oxygenase-Funktion dagegen ist unerwOnscht. 
Ein brauchbares Fusions-Polypeptid Ijesitzt 
dementsprechend einen Anteil der die 
Carboxylase-Funktion maximiert und einen zweiten 
Teil, der die Oxygenase-Funktion minimiert. 

Die nicht translatierte 3-Region des chimSren 
Gens kann entweder natUrlicherweise in einem 
Plastid-oder Mitochondrien-Gen vorliegen oder sie 
kann heterologen" Ursprungs sain. Bevorzugt ist 
eine nicht translatierte 3'-Region, die aus einem 
Plastid-oder Mitochondrien-Gen stammt. Die bevor- 
zugten nicht translatierten 3'-Abschnitte sind dieje- 
nigen der psbA. psbD oder rbcL-Gene. 

Die transkribierten Regionen der Gene der vor- 
liegenden Erfindung konnen RNA-Transkripte spe- 
zifizieren und sind in einigen FSIIen schon als 
solche verwendbar. 

Bei diesen Transkripten kann es sich um tRNA 
Oder rRNA handeln. Das Transkript kann ebenso 
eine RNA sein. die eine Sequenz besitzt die zumin- 
dest einem Teil einer Sequenz eines anderen RNA- 
, Transkripts komplementSr ist. Solche komple- 
mentSren Sequenzen. die unter der Bezeichnung 
Anti-sense Sequenzen bekannt sind, kSnnen, falls 
sie nur lang genug sind, die Funktion von RNA- 
Sequenzen, zu denen sie komplementSr sind. 
stOren oder sie k£5nnen die Transkription dieser 
RNA von dem entsprechenden Gen Wockleren: 
[Vgl. Pestka et al.. (1984); Melton. (1985); Izant et 
al.. (1984); Simons et aJ.. (1984) und Coleman. - 
(t984)l. 

Transkribierte Regionen. die im Rahman der 
vorlieg nden Erfindung brauchbar sind, k6nn n 
gegebenenfalls von natOrlicherweise transkribierten 
Abschnitten stammen od r aber sie kSnnen ganz 
Oder teilweise synthetisch hergestelft sein. Anti- 
sense-Sequenzen k6nn n benso von zumind st 



einem Teil eines natOrlicherweise vorkommenden 
Gens stamm n. indem man die Orientierung be- 
sagten Teiis des naturlich rweise vorkommenden 
Gens in Bezug auf seinen Promotor umkehrt. 
5 Die Gene, die fur eine Verwendung im Rahmen 

der vorliegenden Erfindung geeignet sind. werden 
nach an sich bekannten f^ethoden in ein Plasmid- 
Kionierungs-Vektor eingebaut bzw. eingefOhrt - 
[Maniatis et al.. (1982)]. 
10 Fur die Integration von Fremdgenen in die 
genomische DNA von Pflanzen-Zeilen ist es vort il- 
haft. wenn die Gene von neutralen DNA-Sequen- 
2en. sogenannter *Canrier-DNA. flankiert ward n. 
Die Carrier-DNA kann aus zwei linearen DNA- 
15 Strangen bestehen, so dass die gesamte Konstruk- 
tion, die in die Pflanzenzelle eingeschleust werden 
soli, ein lineares DNA-MolekOI darstellt. Besagtes 
Gebikte kann fUr die Gen-Transformation aber 
ebenso eine zirkulare Struktur -Plasmid-Struktur - 
20 aufweisen. Die Carrier-DNA kann sowohl synthoti- 
schen Ursprungs sein ats auch von 
natOrlichenrt^atse vorkommenden DNA-Sequ nz n 
abstammen. die mit geeigneten Restriktions ndo- 
nukleasen behandelt wurden. Daher sind beispiels- 
25 weise auch natOrfich vorkommende Plasmide. die 
mit ein oder mehreren Restriktionsendonukleasen 
geSffnet wurden fQr die Verwendung als Carrier- 
DNA geeignet Als Betspiet fOr ein solches Plasmid 
ist das leicht zugSngliche Plasmid oUCe [be- 
so schrieben bei Messing et al., (1982)] zu nennen, 
Fragmente von natQrlichen«reise vorkomm nd n 
Plasmiden kSnnen ebenso als Camer-DNA erfin- 
dungsgemSss verwendet werden. Die fQr die 
Transformation vorgesehene Konstruktion kann 
35 gegebenenfalls von einem Ti-Plasmid oder von in- 
em modifizierten Ti-Plasmid stammende DNA ent- 
halten. Ein PlasmkJ wird als modifiziertes Ti-Plas- 
mid angesehen. wenn es zumindest ein T-DNA- 
Grenzregion besitzt Bne T-DNA Grenzregion Ist 
40 eine DNA-Sequenz innerhalb eines Agrobakterium- 
Genoms. wek:he den Einbau einer ander n 
Sequenz innerhalb des Genoms (T-DNA) In die 
Pflanzenzellen mit denen das Agrobacterium in 
Kontakt gerSt verursacht Bei der T-DNA Gr nzre- 
45 gion kann es sich beisptelsweise um eine Sequenz 
eines Vektors handeln. wie z.B. eines TKxJer Ri- 
Plasmids oder eines modifizierten Ti-oder Ri-P»as- 
mids. Bei der T-DNA kann es sich auch um in 
Sequenz handeln. die auf dem selben Vektor liegt 
50 wie die Grenz-Region oder aber auf einem ander n 
Vektor. 

Die Wahrscheinlichkeit der genetischen Trans- 
formation (Transformationsrate) einer Pflanzenzelle 
kann durch v rschiedene Faktor n g steig rt w r- 
55 den. Wie aus Experim nten mit Hefe bekannt ist, 
steigt dem ntsprechend die Anzahl geglOckter sta- 
bller Gen-Transfonmationen: 
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1) mit der Zunahme der Zahl der Kopien von 
neuen Genen pro Zelle. 

2) wenn ein Replikationssignal mit einem 
neuen Gen kombiniert wird und 

3) wenn ein Integrationssignal mit einem 
neuen Gen kombiniert wird, wobei unter einem 
(ntegrationsstgnat ein Signal zu verstehen ist, das 
die Integration eines DNA-Stranges in einen ande- 
ren DNA-Strang fordert. 

Das erfindungsgemasse Verfahren findet daher 
dann eine besonders vorteilhafte Anwendung. wenn 
das ubertragene Gen mit einem Repiikationssignat 
gekoppelt ist, das in pflanzlichen Zellen wirksam ist 
Oder mit einem Integrationssignal. das in pflanzli- 
chen Zellen wirksam ist Oder mit einer Kombination 
beider Signale. 

Protoplasten, Zellkultur-Zellen, Zellen in RIan- 
zengeweben. Pollen, PoHenschlauchen. Bzellen. 
EmbryonalsScke oder Zygoten sowie Embryonen 
in unterschiedlichen Entwicklungsstadien sind 
reprasentative Beispiele fOr Pflanzenzellen. die als 
Ausgangsmaterial fOr eine Transformation geeignet 
sind. Bevorzugt sind Protoplasten, da diese direkt 
ohne weitere Vorbehandlung verwendet werden 
konnen. isolierte pflanzliche Protoplasten. Zellen 
Oder Gewebe k5nnen mit Hitfe an sich bekannter 
Methoden Oder mit Hilfe von. Methoden, die analog 
zu bekannten Methoden sind. gewonnen werden. 

Isolierte pftanztiche Protoplasten. die sich als 
Ausgangsmaterial fQr die Gewinnung von isolierten 
Zellen und Geweben eignen, lassen sich aus alien 
Teiten der Pflanze. z.B. den BISttem. Embryonen. 
Stielen, BlOten. Wurzein Oder Pollen tsolteren. Be- 
vorzugt werden Protoplasten aus Biattem. Isolierte 
Protoplasten k6nnen aber auch aus Zellkulturen 
©rhalten werden. Methoden zur Isoliemng von Pro- 
toplasten werden beisplelsweise in Gamberg et al. 
(1975) beschrieben. 

Der Transfer des neuen Gens in die Pflanzen- 
zelle erfolgt auf direktem Wege. d.h. ohne vorhe- 
rige Infektion der 2eMe mit einem Pathogen wie 
beisplelsweise einem pflanzenpathogenen Bakte- 
rium. Virus oder Pilz und ohne Uebertragung von 
DNA durch Insekten oder Pilze. die in der Lage 
sind Pflanzen mit DNA-Obertragenden Pathogenen 
zu Infizieren. Dieser direkte Gentransfer wird 
dadurch en^eicht. dass die das Gen enthaltende 
DNA mit den pflanzlichen Protoplasten und den 
darin enthaltenen Plastiden und Mitochondrien in 
einem Medium fQr eine seiche Zeitspanne in Kon- 
takt bringt. welche fQr die Penetration des Gens in 
die Protoplasten und in die darin befindlichen Pla- 
stide und Mitochondrien ausreicht. 

Die Transformationsfrequenz kann dadurch 
6rh5ht werden, dass man diesen Schrht mit ver* 
schiedenen Gentransfer-Techniken kombiniert B i- 
spi le solch r Techniken umfassen die Behandlung 
mrt Poly-L-Omithin oder Poly^L-Lysin, die Liposo- 



menfusion, DNA-Protein-Komplexierung. 
Veranderung der Ladungsverhaltnisse an der Pro- 
toplastenmembran. Fusion mit mikrobiellen Proto- 
plasten Oder Kalziumphosphat-PrSzipitation sowie 

5 insbesondere durch Behandlung mit bestimmlen 
polyhydrierten Alkoholen wie z,B. Polyethylengly- 
kol. ferner durch Hitzeschockbehandlung und Elek- 
troporation sowie durch eine Kombination dieser 
zuletzt genannten drei Techniken. 

10 Als eriindungsgemass verwendbare Medien 
kommen alle Medien in Frage. die der DNA. die 
das Gen trMgt, die Penetration in die Protoplasten 
sowie in die Plastide Oder Mitochondrien innerhalb 
dieser Protoplasten eriauben. 

IS Geeignete Medien fQr die gemeinsame Inkuba- 
tion des Fremdgehens mit dem Rezeptor-Protopla- 
sten sind vorzugsweise osmotisch stabilisierte Kul- 
turmedien, wie sie fQr Protoplasten-Kulturen ent- 
wlckelt wurden. 

20 Zahlreiche, inzwischen erhSltiiche Kultur- 
Medien unterscheiden sich in etnzelnen Kompone- 
nten oder Gruppen von Komponenten. Die Zusam- 
mensetzung all dieser Medien steht jedoch in Bn- 
ktang mit dem Prinzip. dass sie alle eine Gruppe 

25 anorganischer lonen in einem Konzentrationsbe- 
reich von ca. 10 mg/Uter bis zu einig n hund rt 
mg/Liter (sogenannte Makroeiemente wie Nitrate. 
Phosphate, Sulfate. Kalzium. Magnesium. Qsen, 
etc.) besitzen; eine weitere Gruppe anorganischer 

30 lonen n)it einer maximalen Konzentration n von 
einigen mg/Uter (sogenannte Spurenelemente wie 
Kobalt. Zink. Kupfer. Mangan, etc); eine Anzahl von 
Vltaminen (z.B. Inositol, FolsSure, Thiamin); eine 
Energie-und Kohtenstoffquelle, beisplelsweise Sue- 

35 rose Oder Glucose und Wuchsregulatoren in Fomn 
natOrlicher oder synthetischer Phytohormone der 
Auxin*und Cytokinin-Klasse in einem Konzentra^ 
tionsberelch von 0,01 bis 10 mg/Liter. 

Diese Kulturmedien sind zusStzlich noch 

40 osmotisch stabilisiert durch Zusatz von Zuck ralko> 
holen (Z.B. Mannitol), Zucker (z.B. Glucose) Oder 
Salz-lonen (z.B. CaGU sowie auf einen pH-Wert im 
Bereich von 5.6 bis 6.5 eingestelft 

Eine ausfuhrlichere Beschreibung konv ntion I- 

45 ler Kulturmedien findet man beisplelsweise bei Ko- 
bliz et al. (1974). 

Ein t>esonders geeignetes Medium fQr die 
direkte Transfoonation von Protoplasten enthSIt 
einen mehnvertigen Alkohol, der in der Lage Ist die 

50 Protoplastenmembran zu verSndem und der sich 
bei der Vermittlung der Zellfuston als nOtzltch r- 
weist. Der bevorzugte mehrwertige Alkohol ist 
Polyethylenglykol. Mehrwertige Alkohole mit 
langer n K tten. beisplelsweise Polypropylenglykol 

65 (425 bis 4000 g/mol). Polyvinylalkohol oder m hr- 
wertige Alkohole, deren Hydroxylgrupp n teilweise 
Oder komplett alkyliert sind. kSnnen auch v rwen- 
det werden. Die polyhydroxylierten Detergenti n, 
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die ge wohnlich in der Landwirtschaft Verwendung 
finden und von den Pflanzen toleriert werden, stel- 
ten ebenfalls geeignete mehrwertige Alkohole dar: 
Solche Detergenti n sind z.B. in der folgenden 
Publikation beschrieben: 

•Mc Cutcheons's Detergents and Emulsifiers An- 
nual" 

MC Publishing Corp.. Ridgewood. New Jersey - 
(1981): 

Stache. H., "Tensid-Taschenbuch". 

Carl Hanser Verlag. Munchen/Wien, (1981). 

Die hier bevorzugten mehrwertigen Alkohole 
sind Polyethylenglykole mit einem Molekularge- 
wicht zwischen 1000 und 10000 g/mol. vorzugs- 
weise zwischen 3000 und 8000 g/mol. 

Die Transformationsfrequenz des direkten Gen- 
transfers kann dutch die nachfolgend im Detail be- 
schriebenen Verfahren wesentlich erhSht werden. 

Bei der Polyethylenglykol Behandlung wird 
zunSchst etne Protoplasten-Suspension dem 
Kultur-Medium zugegeben. Die DNA. die das Gen 
enthah und als lineare DNA oder in Form eines 
zirkularen Plasmids vorliegen kann. wird an- 
schliessend zur vorgelegten Mischung aus Polye- 
thylenglykol und Kultur-Medium gegeben. Altema- 
tiv zu dieser Vorgehensweise k6nnen auch zuerst 
die Protoplasten sowie die das Gen enthaltende 
DNA im Kultur-Medium vorgelegt und dann erst 
das Polyethylenglykol hinzugefOgt werden. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung erwie- 
sen sich die Elektroporation sowie die Hitze- 
schockbehandlung ebenfalls als besonders vorteil- 
hafte Verfahrensmassnahmen. 

Neumann et al. (1982) berichten, dass bei der 
Elektroporation Protoplasten zunSchst in etn Osmo- 
tikum OberfOhrt werden, z.B. in eine 
Mannitol/Magnesium-Suspension und diese Proto- 
plastensuspension anschliessend in eine 
Elektroporator-Kammer zwischen zwei Elektroden 
eingebracht wird. Durch Entladung eines Konden- 
sators Ober der Suspension werden die Protopla- 
sten fOr einen kurzen Moment mit einem elektri- 
schen Impuls von hoher Spannung beaufschlagt, 
was zu einer Polarisation der Protoplastmembran 
und einer Oeffnung von Poren in der Membran 
fOhrt 

Bei der Hitzebehandlung werden die Protopla- 
sten in einem Osmotikum suspendiert, z.B. einer 
L6sung von Mannitol/Calciumchlorid. An- 
schliessend wird die Suspension in kteinen 
BehSltem zB, in 2entrifugenr6hrchen, vorzugs- 
weise im Wasserbad. erhitzt. Die Dauer des Erhit- 
zungsvorgangs hSngt von der vorgewShlten Tem- 
peratur ab. Im allgemein n bewegen sich die Tem- 
peraturen im Bereich von 40**C bis 80'C und wer- 
den fOr die Dauer von 1 Sekunde bis zu einer 
Stunde aufrechterhalten. Die besten Ergebnisse er- 
2ieft man bei in r Temperatur im Bereich von 40** 



bis 50"C bis 4 bis 6 Minuten. insbesondere bei 45* 
und 5 Minuten. Die Suspension wird anschli ssend 
auf Raumtemperatur oder weniger abgekCihlt. Es 
kann ebenso gezeigt werd n. dass die 

5 Transformations-Frequenz durch Inaktiviemng ex- 
trazellularer Nukleasen gesteigert wird. Die Inakti- 
vierung kann durch Verwendung divalenter Kalio- 
nen. die von Pflanzen toleriert werden, wie bei- 
spielsweise Magnesium oder Kalzium erreicht wer- 

70 den. Die Inaktivierung ist effektiver, wenn die 
Transfomnation bei hohen pH-Werten durchg fOhrt 
wird. wobei der optimale pH-Bereich zwischen 9 
und 10.5 liegt. 

Ueben-aschendenveise fOhrt die selektiv Nut- 

75 zung dieser verschiedenen Methoden zu einer 
deutlichen ErhShung der Transformations-Fre- 
quenz. was ein bereits seit langem angestrebtes 
Ziel auf dem Gebiet des Genetic Engineerina dar- 
stellt 

20 Je geringer die Transformations-Frequenz bei 
den Gen-Transfonnationsexperimenten ist um so - 
schwieriger und zeitaufwendiger ist es. die wenigen 
klonierten Zellen, die von transformierten 2 lien 
abstammen. unter der grossen Zahl von nicht 
25 transformierten Klonen herauszufinden. Bei iner 
nur geringen Transformations-Frequenz ist es 
praktisch unmciglich. die konventionellen 
Screening-Methoden anzuwenden. es sei denn, das 
verwendete Gen besitzt einen selektiven Marker - 
30 (z.B. Resistenz gegenOber einer bestimmtert Sub- 
stanz). Geringe Transformations-Frequenzen erfor- 
dem daher einen sehr t>etrachtlichen Arbeits-und 
Zeitaufwand, wenn man Gene ohne Marker-Funk- 
tbnen verwendet. 
35 Durch das Zusammenbringen von Fremdgen 
und Rezeptor-Protoplasten vor der Anwendung an- 
derer Massnahmen, wie z.B. der Polyethylenglykol- 
Behandlung. der Elektroporation und der HItze- 
schockbehandlung. ISsst sich. im Vergleich zu ein- 
40 er Vorgehensweise, bei der die etnzelnen 
Verfahrensschritte in einer anderen Reihenfolge 
durchgefOhrt werden, eine signifikante Verbesse- 
rung in der Transformations-Frequenz eneichen . 
Eine Kombination von zwei Oder drei d r im 
45 folgenden aufgezShlten Technikein hat sich als vor- 
teilhaft erweisen: Polyethylenglykolbehandlung, 
Hitzeschockbehandlung und Elektroporation. wobei 
besonders gute Ergebnisse erzielt werden. wenn 
diese Techniken nach dem Einbringen des Fremd- 
50 gens und der Protoplasten in einer RQssigkelt an- 
gewendet werden. Die twvorzugte Verfahrensweise 
besteht in einer Hitzeschockbehandlung vor d r 
Poylethylenglykol-Behandlung und einer gegebe- 
. nenfalls nachfolgenden Elektroporation. Im .allge- 
55 meinen fOhrt die zusStzliche El ktr poration zu ein- 
er weiteren Zunahm der Transformations-Fre- 
quenz: in manchen FSII n kfinnen die Ergebnisse 
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die durch Hitzeschockbehandlung und 
Polyathylenglykolbehandlung erzielt wurden jedoch 
auch durch eine zusatzliche Elektroporatioin nicht 
wesentlich verbessert warden. 

Man kann ferner auch divalenle Kation n ein- 
setzen. die von Pflanzen toleriert werden und/oder 
eine Transformation bei pH-Werten zwischen pH 9 
und 10.5 mit den einzelnen, die Transfornnationsfre- 
quenz verandernden, oben bereits beschriebenen 
Massnahmen kombinleren, namllch mit der 
Polyethylenglykol-Behandiung, der Hitze- 
schockbehandlung und der Elektroporation. 

Das erfindungsgemasse Verfahren macht es 
somit moglich. hohe Transformations-Frequenzen 
2U enreichen ohne Pathogene wie z.B. Viren und 
Agrobakterium Oder naturliche oder modifizierte Ti- * 
Plasmid fQr die Transformation verwenden zu 
mOssen. 

Eine vorteilhafte AusfQhrungsform des erfin- 
dungsgemassen Verfahren ist beispieisweise 
dadurch charakterislert. dass die Protoptasten In 
eine Mannitol-Losung Qberfuhrt werden und an- 
schliessend die so erhaltene Protoplasten-Suspen- 
sion mit einer wassrigen DNA-Losung. die das Gen 
enthalt vermischt wird. Die Protoplasten werden 
dann in diesem Gemisch 5 Minuten bei 45 °C in- 
kubiert und anschliessend 10 Sekunden auf 0*'C 
abgekUhlt Im Anschluss an die Inkubation wird 
diesem Gemisch so vie! Polyethylenglykol (MG 
3000 bis 8000) zugesetzt. dass eine PEG-Konzen- 
tration von 1 bis 25 %. vorzugsweise um 8 %, 
erreicht ist. Nach vorsichtigem und sorgfSltigem 
Vermischen erfolgt dann die Behandlung in dem 
Elektroporator. Die Protoplastensuspension wird 
sodann mit Kulturmedium verdunnt, und kann - 
schliesslich zur Regeneration ihrer Zellwande Im 
Kulturmedium verbleiben. 

Das erflndungsgemSsse Verfahren ist fUr die 
Transformation aller pflanzlichen Zellen geeignet, 
inslDesondere fQr Zellen aus den systematischen 
Gruppen der Angiospermae und Gymnospermae. 

Unter den Gymnosperae sind in erster Linie 
RIanzen aus der Klasse Coniferae von Interesse. 

Unter den Angk^spermae sind neben 
Laubbaumen und Strauchem Pflanzen aus den fol- 
genden Familien von besonderem Interesse: Sola- 
naceae, Cruciferae, Compositae. Uliaceae. Vita* 
ceae. Chenopodiaceae, Rutaceae, Bromeliaceae. 
Rubiaceae, Theaceae, Musaceae Oder Gramineae 
und innerhalb der Ordnung Leguminosae die Fami- 
lie der Papilionaceae. 

Besonders bevorzugt sind Vertreter aus den 
Familien der Solanaceae, Cruciferae und Grami- 
neae. . 



Von b sond rem Interess sind Pflanzen aus 
der Gattung Nicotiana. Petunia, Hyoscyamus. Bras- 
sica und Lolium. so zum Beispiel Nicotiana taba- 
cum . Nicotiana plumbaQinifolia. Petunia hvbrida . 
5 Hvoscvamus muticus , Brassica nanus . Brassica 
rapa und Lolium multiflorum . 

Plastide und Mitochondrien all jener Pflanzen, 
die aus Protoplasten regenerierbar sind, konnen 
ebenfalls erfolgreich mit Hilfe des erfindungs- 
70 gemMssen Verfahrens tranformiert werden. Bis zum 
heutigen Zeitpunkt war es nicht moglich, Plastid 
und Mitochondrien von Vertretem aus der Familie 
der Graminae (GrSser) die ebenso Qetreidearten. 
wie z.B. Mais. Weizen. Reis. Gerste, Hater, Hirse. 
75 Roggen und Sorghum umfassen, genetisch zu 
manipulieren. Die vorliegende Erfindung eriaubt 
nunmehr die genetische Transformation von Plasti- 
den und Mitochondrien von Gramineen-Zellen. in- 
schiiesslich der Getreide-Zellen, unter Anwendung 
20 der direkten Gentransfomnation. In gleicher Weise 
ist es mSglich. die Transformation von Plastiden 
und Mitochondrien jeder beliebigen anderen Kul- 
turpfianze durchzufOhren, wie z.B. Pflanzen der 
Gattung Solanum. Nicotiana. Brassica, Beta. Pisum, 
25 Phaseolus, Glycine. Helianthus. Allium, Triticum. 
Hordeum. Avena, Setaria. Oryza, Cydonia, Pyrus, 
Malus, Rubus, Fragaria. Prunus, Arachis. Secal . 
Panicum Saccharum. Goffea, Camellia, Musa, Ana- 
nas, Vitis. Sorghum, Heiianthus Oder Citrus. 
30 Der Einbau transformierter Gene in Plastide 
Oder Mitochondrien lasst sich mit Hilfe Oblich r 
Methoden nachweisen, z.B. durch genetische Kreu- 
zungsexperimente oder mit molekularbiologischen 
Nachweisverfahren, insbesondere dem Nachweis- 
35 verfahren nach Southern fQr Plastide-und Mitochon- 
drien DNA sowie dem Enzymaktivitats-Tests. 

Das Nachweisverfahren nach South m kann 
beispieisweise folgendermassen durchgefOhrt w r- 
den: Die DNA. die aus Plastiden oder Mitochon- 
40 drien transformierter Zellen Oder Protoplasten iso- 
liert wurde, wird nach Behandlung mit Restriktion- 
senzymen in einem 1 %lgen Agarose-G I iner 
Elektrophorese unterworfen. anschliessend auf eine 
Nitrocellulose-Membran Qt>erfQhrt [Southem et al., • 
45 (1975)] und mit einer in vitro markierten DisiA, 
deren Existenz festgestellt werden soli, hybridisiert 
Die DNA kann in vitro mit einer spezlfisch n Akti- 
vitSt zwischen 5 x 10" und 10 x IC 
c.p.myMikrogramm mit Hilfe der 'nick translation" • 
50 [Rigby et al., (1977)1 markiert werden. Die Filter 
werden anschliessend dreimal fOr eine Stunde mtt 
einer wSssrigen L6sung einer 0.03 M Natrlumcitrat 
L5sung und einer 0.3 M Natriumchlorid-L5sung M 
iner Temperatur von 65"C gewaschen. Die hybri- 
55 disierte DNA wird durch ine in-bis mehrtMgige 
Autoradiographie auf inem R6ntgen-Rlm sichtbar 
gemacht 
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Die Zellen. die mit dem gewunschten Gen 
transfornniert sind. werden mit Hilfe von an sich 
bekannten Methoden isoliert. Di se Methoden bein- 
halten Selektion und Screening. Die Selektion nu- 
klearer Gene wird bei Fraley et al.. (1983); Herrera- 
Estrella et al., (1983); und Bevan at al., (1983) be- 
schrieben. Ein Screening kann auf ^-Galaktosidase 
[Helnr»er et al.. (1984)]. auf Nopalin-Synthase Oder 
Octopin-Synthase [Wostemeyer et al., (1984); De- 
Greve et al.. (1982)] oder auf Atrazin-Resistenz 
erfolgen. 

Vor dieser Erfindung wusste man nicht, dass 
Plastide oder Mitochondrien durch direkten Gen- 
transfer transformiert werden kSnnen. Dementspre- 
chend war es vorher nicht moglich brauchbare 
Gene in Form isolierter DNA funktionsfahig in diese 
Organellen einzufQhren. Gene warden als funk- 
tiorYsfShig in das Genom von Ptastiden oder Mito- 
chondrien eingebaut betrachtet. wenn sie einget>aut 
zur Replikation und Expression fShig sind. Plas- 
mide und Mitochondrien all jener Pfianzen. die aus 
Protoplasten regenerierbar sind, konnen ebenfalte 
erfolgreich mit Hilfe des erfindungsgemSssen Ver- 
fahrens transformiert werden. Bis zum heutigen 
Zeitpunkt war es bisher nicht moglich. Plastide und 
Mitochondrien von Vertretem aus der Famiiie der 
Gramineae (GrSser), die ebenso Getreidearten. wie 
Z.B. Mais, Weizen. Reis. Gerste. Hafer. Hirse. Rog* 
gen und Sorghum umfassen. genetisch zu manipu- 
lieren. Die vorliegende Erfindung eriaubt nunmehr 
die genetische Transformation von Plastiden und 
Mitochondrien von Gramineen-Zellen, ein- 
schliesslich der genannten Getreide-Zellen, unter 
Anwendung der direkten Gentransformation. In glei- 
cher Weise ist es moglich die Transformation von 
Plastiden und Mitochondrien jeder beliebigen ande- 
ren Kutturpflanze durchzufOhren, wie z.B. Pfianzen 
der Gattung Solanum. Nicotiaria, Brassica. Beta. 
Pisum, Phasoolus. Glycine, Helianthus. Allium. Tri- 
ticum, Hordeum, Avena. Setaria, Oryza, Cydonia, 
Pyrus, Malus, Rubus. Pragaria. Prunus. Arachis, 
Secale, Panicum, Saccharum, Coffea. Camellia. 
Musa. Ananas. Vitis, Sorghum. Helianthus oder Ci- 
trus. 

Der Etnbau tranformierter Gone in Plastide 
Oder Mitochondrien lasst sich mit Hilfe Qblicher 
Methoden nachweisen, z.B. durch genetische Kreu- 
zungsexperimente oder mit moiekularbiologischen 
Nachweisverfahren. insbesondere dem Nachweis- 
verfahren nach Southern fOr Plastid-und 
Mitochondrien-DNA sowie dem EnzymaktivitSts- 
Test 

Ein Vorteil bei der BnfQhrung von Genen in 
Plastide Oder Mitochondrien durch dir kten Gen- 
transfer liegt in der Mdglichkeit der gl ichzeitigen 
Inaktivierung unerwDnschter G ne begrOnd t. di 
berets im Plastid-oder Mitochondri ng nom vor- 
handen sind. Dies ist deshalb mSglich. w il der 



Einbau fremder Gene ins Plastid-oder Mitoch n- 
driengenom bei Anwendung des direkten Gentrans- 
fers nicht notwendigerwetse uber ein homolog 
Rekombination veriauft. So wird beispi tsw ise ein 

s Donor-DNA-Molekul. das eine Atrazin-resist nte 
Form von psbA trSgt nicht notwendigerweise an 
der Stelie, wo sich das entsprechende Atrazin- 
sensitive Gen t)efindet, integriert. Da atDer auf der 
anderen Seite die Piastid-und Mitochondrienge- 

10 nome relativ klein sind. ist es durchaus moglich di 
transformierten Rlanzenzellen zu selektieren und 
diejenigen herauszufinden. bei denen die Donor- 
DNA zufSlligerweise in irgendeine gewOnschte 
Funktion des Empfanger-Genoms eingebaut wurde. 

IS Der direkte Gentransfer in Plastid-und Mitochor>- 
driengenome er5ffnet daher auch ein^ Weg zu 
Inaktivierung von Genen, der bisher nicht 
durchfahrt)ar war. Mit Hilfe eines entsprech nden 
Screenings ist es somit beispielsweise mdglich, 

20 tranformierte Pflanzenzellen zu finden. In denen 
das Atrazin-sensrtive psbA Gen durch den Bnbau 
einer Donor-DNA. die ein Atrazin-Resistenzgen 
trSgt inaktiviert ist 

Ein weiterer Vorteil des direkten Gentransfers 

25 in die Genome von Plastiden und Mitochondrien 
liegt darin, dass diese Genome, im Gegensatz zu 
nuklearen Genomen, maternal durch das Cyto- 
plasma vererbt werden und daher gew5hniich nicht 
durch Pollen auf ihre sexuellen Nachkommen 

30 Citjertragen werden. Daher wird die Moglichkeit ein- 
er Uebertragung von Genen. die fDr Kulturpflanz n 
wUnschenswerte Mericmale vermittein, von Kultur- 
Pf lanzen auf UnkrSuter stari( herabgesetzt. 

Pflanzenzellen in Zellkulturen. die mit Hilf des 

35 erfindungsgemSssen Verfahrens transformiert wer- 
den, k6nnen gegebenenfalis fQr die Produktion von 
Polypeptiden verwendet werden, die von den inse- 
rierten Genen kodiert werden. Sotehe Syntftese- 
Produkte schliessen beispielsweise das 32 kd Poly- 

40 peptid ein, das von psbA exprimiert wird, weit rhin 
die Chloramphenicol-Acetyltransferase, die 
Glutathion-S-Transferase und die grosse Unterein- 
heit der But>tsco. 

Die Pflanzenzellen. die die eingebauten Gene 

45 enthalten, k6nr>en in manchen Fatten auch zu muh 
tizellulSren Pfianzen regeneriert werden, die das 
Gen exprimieren und daher die gewOnschte rfeue 
Egenschaft besitzen. Jede befiebige Pflanze, di 
aus Pflanzenzellen, die sich ihrerseits wieder aus 

60 Protoplaten ableiten, regenerierbar ist. kann mit 
Hilfe des erftndungsgemSssen Verfahrens herge- 
stellt werden. 

Beispiele derartiger, ganzer Pflaruen sind: 
Solanum spp. (Kartoff 1). Petunia spp. (Petuni ), 

55 Daucus spp. (Karptt ), Lycoperstcon spp. (Tomate). 
Brassica spp. (RObe, Kohl. Biumenk hi etc.). Medi- 
cago spp. (Affatfa). Trifoiium spp. (Klee). Zitruns, 
Atropa. Hyosxyamus. Salpiglossis. Arabldopsis. 
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Digitalis. Cichorium. Gossipium, Glycine, Geranium. 
Anthirrhinum und Asparagus ein. Die Pfianz n nach 
an sich bekannten Methoden regeneri rt warden: 
siehe Evans und Bravo. (1983); Dale. (1983); Pfian- 
zen konnen beispielsweise aus irgendeinem geei- 
gneten Abieger regeneriert werden. wie Zellen. 
Kalli. Gewebe, Organe, Knospen, Stecklinge. 
Schosslinge, Wurzelfasern, Pflanzchen. somati- 
schen Embryonen und andere. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer Photo- 
plasten, Pflanzenzellen, Zellaggregate. Rianzen 
und insbesondere die Samen von Pflanzen, die mit 
Hilfe des erfindungsgemassen Verfahren herge- 
stellt wurden, und zwar so lange, wie die gebilde- 
ten Samen das eingebaute Gen und damit die 
daraus resultierende gewunschte Eigenschaft ent- 
halten. Sie betrifft auch alle Nachkommen von 
Pflanzen. die mit Hilfe des erfindungsgemassen 
Verfahrens hergestellt wurden, sowohl sexuelle als 
auch vegetative Nachkommen. 

Sexuelle Nachkommen konnen durch Selbst- 
oder Fremdbestaubung erhalten werden, wobei 
Nachkommen auch alle Kreuzungs-und Fusionspro- 
dukte mit dem im vorang^henden Paragraphen 
definierten, transformierten pflanzlichen Material 
einschliessen. sofem diese Nachkommen die durch 
die Transfonmation eingefOhrte Eigenschaft aufwei- 
sen. Samen und Nachkommen herbizid resistenter 
Oder toleranter Eltem, die eine Instabile Herbizid- 
Resistenz oder Toleranz besitzen. k&nnen thre 
Herblzid-Reslstenz oder Toleranz so lange aufrecht 
erhalten, solange sie in Gegenwart der Herbizide 
wachsen. Bn bevorzugtes Herbizid ist das Atrazln. 
Die vorliegende Erfindung eriaubt somit die Her- 
stellung genetisch manipulierter Rianzen. die In 
der Lage sind, eine Behandlung mit Herbiziden, 
wie Z.B. mit Atrazin. In Kozentrattonen, die lethal 
sind fQr sensitive Pflanzen. zu ut>erleben. 



Bei?plely 

Bnzelne Verfahrensmassnahmen der nun fol- 
genden Beispiele k5nnen in allgemeiner Form bei 
Maniatis et ah. (1983) nachgelesen werden. Die 
Enzyme kSnnen von New England Biolabs bezo- 
gen werden und sind mit Ausnahme der Im Text 
speziell genannten Abweichungen gemass den 
Richtlinien des Herstellers zu verwenden. 



Beisoiel 1: Konstruktion von dCAT° (vol. Abb. 1) 

1) Das Vektor Plasmid pMON 187, das ein 
Km' G n von Tn 903 trggt wird mit Hindlll und 
BamHI verdaut 



2) Ein promotor-freies CAT G n wird als Gel- 
gereinigtes Hindlll/BamHI Fragment des Plasmids 
pSOV [Gorman et a!., (1982)] isoli rt 

3) Das Zusamm nfug n des Fragments von 
5 Schritt 2) mit dem Fragment von Schritt 1) liefert 

ein Plasmid. das in E.coli HB101 transform! rt wird. 
Die Seiektionierung erfolgt auf AP'. Eine Km* Kolo- 
nie besitzt das Plasmid mit der in Abbildung 1 
angeget)enen Struktur fOr pCAT°. 

70 

Beisoiel 2: Atternative Konstruktion von oCAT^ 

Beispiel 2 kann mit einem anderen Plasmid als 
IS pMON 187 wiederhott werden. Ein geeignet s 
Plasmid. welches das Km' Gen von Tn 903 besitzL 
kann folgendermassen konstaiiert werden: 

Ein 1.2 Avail Fragment welches das Km'-Gen 
von Tn 903 enthatt. wird von dem Plasmid pA02 - 
20 [Oca et at, (1982)] isoliert Die Enden des Avail 
Fragmentes werden mit Hilfe der Klenow-Polyme- 
rase aufgefDltt und es werden BamHI Linker mit 
den glatten Enden der Fragmente verknOpft Die 
DNA wird anschliessend mit den Restriktions nzy- 
25 men TaqI und BamHI behandelt und in das Plas- 
mid pBR327 eingespleisst welches zuvor mit Clal * 
und BamHI verdaut wurde. Recombinanten, die das 
Tn903 Fragment besitzen, Obertragen Km^ auf 
E.coli. 

30 

Beispiel 3: Konstruktion von d32CAT (vol. Abb. 1) 

Die folgenden Arbeltsschritte werden durch- 
3S gefijhrt urn den psbA Promoter mit dem promotor- 
freien CAT* Gen zu verknQpfen. 

4) pGAT° wird mit Smal und Hindlll verdaut 

5) Ein Gel-gereinigtes 161 bp Smal/Hindtll 
Fragment das den psbA Promotor enthSIt wird aus 

40 dem Plasmid pAH484 isoliert Das rekombinante 
Plasmid pAH484 enthStt das 3.68 kb EcoRl Frag- 
ment einer Chtorplasten DNA aus (Atrazin-) 
Herbizid-resistenten Amaranthus hybridus, die in 
pBR322 kloniert wurde. [Hirschberg und Mclntosch, 

45 (1983)]. 

6) Das In Schritt 5 Isolierte Fragment wird 
mit dem grSsseren Fragment das aus Schritt 4 
hervorgeht verbunden. Die VerknOpfung fOhrt zu 
p32CAT, das Cm' auf transformierte Bcoli-Zellen 

50 QbertrSgt 



Beispiel 4: Konstruktion von Plasmid pUCHI. ein 
Vekt r mit einem psbA Gen und iner chimSreri 
55 psbA/CAT Gen-Konstruktion (vol. Atto. 2) 

Das Plasmid pUCHI wird in 5 Schrttten in dem 
pUCa-Vektor konstruiert (Schritte 7 bis 11): 

12 
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7) (Abb. 1) Ein 3.6 kb EcoRl Fragment (Gel- 
gereinigt). welches das komplette psbA G n enthait 
wird von denn oben beschriebenen Plasmid 
pAH484isoli rt. 

8) pUC8 (Abb. 2) wird an seiner einzigen 
EcoRI-Stelle linearisiert. 

9) Das linearisierte pUCS Fragment aus 
Schritt 8) wird mit dem in Schritt 7) beschriebenen 
Fragment verknupft. Die Transformation von E.coli 
ergibt Ap'-Kolonien, die das gewGnschte, einge- 
baute Fragment besitzen, wobei eine dieser Kolo- 
nien mit pUC8-32 bezeichnet wird. 

10) Ein Gel-gereinigtes 1.8 kb Xhol/BamHI 
Fragment wurde von p32Cat isoliert. 

11) Das aus Schritt 9) resultierende Plasmid. 
pUC8-32 wird teilweise mit Sail und vollstandig mit 
BamHI verdaut. Die Verknupfung mit dem aus 
Schritt 10) resultierenden Fragment und Selektio- 
nierung fOr Cm*" nacherfolgter Transformation von 
E.C0II. fChrt zu einer E.coli Kolonie, die pUCHl 
enthdtt. 



BersDiel £: Konstruktion von pBRCAT. das ein 
chimSres psbA/CAT Gen enthait 

Die Konstructlon von pBRCAT wird durch Ver- 
knupfung der folgenden drel DNA-Fragmente er- 
retcht: 

a) dem EcoRI/Hindlll (Promoter) Fragment - 
(ca. 660 bp) aus dem psbA Gen im Plasmid 
pAH484 (Schritt 12); 

b) dem Hindlll/BamHI Fragment von pSVO 
mit einem promotorfreien CAT Gen (Schritt 2; und 

c) dem durch EcoRi/BamHI verdauten 
pBR322 als Vektor (Schritt 13). 

14) Die VerknUpfung fOhrt zu einem Plasmid, 
pBRCAT, das Cm' auf E.coli Wirtszellen OtjertrSgt. 
in welches dieses Plasmid durch Transformation 
eingeschleust wird. 



Beisoiel £: Bnschleusung von Donor-DNA in 
pflanzliche Protooiasten 

Tabak-Protoplasten mit einer Populationsdichte 
von 2.10* pro ml werden in 1 ml eines K,-Mediums 
[vgl. Z.Pflanzenphysiologie Tg, 453-455 (1976): 
Mutation Research fil. 165-175 (1981)] das 0.1 
mg/Uter 2.4 DichlorphenoxyessigsSure, 1.0 
mg/Uter 1-Naphthylessigs§ure und 0.2 mg/Uter 6- 
Benzylaminopurin enthSIt suspendiert. Protoplasten 
werden aus einer Enzymsuspension durch Flotation 
auf 0.6 M Sucorose bei einem pH von 5.8 und an- 
schliessender Sedimentation 5 Minuten bei 100 g 
in 0.17 M Caldumchlorid bei pH 5.8 erhalten. Zu 
dieser Suspension werden nacheinander 0.5 ml 40 
%iges -Polyelhylenglykol (PEG) mit einem Moleku- 



largewicht von 6000 in modifiziertem (nach dem 
Autoklavieren wieder auf einen pH-W rt von 5.8 
eingestellt) F-Medium [Nature 72-74 (1982)]. 
sowi 65 Mikroliter einer wassrigen LSsung mit 15 
5 Mikrogramm Donor-DNA (p32CAT. pUCHI. Oder 
pBRCAT) und 50 Mikrogramm Kalbsthymus-DNA 
hinzugefOgt. Dieses Gemisch wird 30 Minuten bei 
26 'C kultiviert, wobei die Losung gelegentlich be- 
wegt und anschliessend schrittweise mit F-Medium 
70 verdunnt wird. Die Protoplasten werden durch Z n- 
trifugieren (5 Minuten bei 100 g) isoliert und an- 
schliessend in 30 ml frischem KrMedium resu- 
spendrert Die weitere Inkubation erfolgt bei 24*'C 
im Dunkein in 10 ml Portionen in Petri-Schaien mit 
T5 einem Querschnitt von 10 cm. 

Nach drei Tagen wird das Kulturmedium in 
jeder Petri-Schale mit 0.3 Volumenteilen eines fri- 
schen Kj-Mediums verdQnnt und fQr weitere 4 Tage 
bei 24"C und 3000 lux inkubiert. Nach insg samt 7 
20 Tagen werden die Klone, die sich aus den Proto- 
plasten entwickett haben, in ein mit 1 %lger Aga- 
rose verfestigtes Kulturmedium eingebettet, das 10 
mg/Uter Chloramphenicol enthSIt und bei 24'C in 
Dunkelheit nach der "bead type culture method" - 
25 [Plant Cell Report, g, 244-247 (1 983)] kultiviert. Das 
Kulturmedium wird atie 5 Tage durch ein frisches 
Medium der selben Art ersetzt. Nach 3 bis 4 Wo- 
chen ununteriarochener Kultivierung in 
Chioramphenicol-haltigem Kultur-Medium, werd n 
30 die resistenten Kalli von 2 bis 3 mm Durchm'esser 
auf ein mit Agar verfestigtes LS Kultur-Medium - 
[Physiol. Plant. Ifi, 100-127 (1965)]. das 0.06 
mg/Liter 2.4-DichlorphenoxyessigsSure, 2mg/Uter 
1-Naphthytessigs§ure, 0.1 mg/Uter 6-Ben2ylamino- 
35 purin, 0.1 mg/Uter Kinetin und 10 mg/Uter Ch- 
loramphenicol enthait, Dbertragen. Chloramphenicol 
resistente Nicotiana tat)acum Petit Havana SRI 
Pflanzen erhSIt man durch Sprossinduktion auf LS- 
Medium mit 10 ml/Uter Chkramphenicol und 0.2 
40 mg/Uter e-Benzylaminopurin und anschliessender 
WurzePnduktion auf T-Medium [Science 1^. 85- 
87, (1069)]. 

Die Selektion Chtoramphenicol resistenter Kalli 
und Pflanzen erfolgt im wesentlichen entsprechend 
45 den bei De Block et al., (1984) gemachten Anga- 
ben. 



B^'SP'e' Zl Screening ^ Atrazin-resistente 
50 ChlorODlasten-Tran^ormarHftn 

a) Kalli 

Eine Atrazin ToxizitSts-Kurve wird fOr nicht- 
55 transformierte Kalli in inem Konz ntrationsber ich 
von 1 bis 10 Mikromol Atrazin und v rschieden n 
UchtintensitSten erst lit. Mutmasslich von 
Chlorplasten-Transformanten stamm nd r Kalli und 
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Kontroil-Kalli werden auf Nahrager-Platten aufgetra- 
gen, mit Atrazin-Konzentration n und Lichtinten- 
sitaten, die das Chlorophyll vollstandig aus den 
Kontrollgeweben herausbleichen. behandelt. Die 
Resist nz gegenuber Atrazin wird* visuell. aufgrund 
der anhaltenden Ergrunung resistenter Gewebe. 
geprOft. 



b) Ganze Pflanzen 

Pflanzen, die von Chloroplasten-Transforma- 
nten erhalten wurden. werden nach den folgenden 
Methoden auf Atrazin-Resistenz geprGft: 

Chlorophyll-Fluoreszenz-lnduktion in Blattern. 
Wird der Elelctronentransport auf der reduzierenden 
Seite von Photosystem II gehemmt. wie beispiels- 
weise durch Atrazin. dann wird die Chlorophyll ab- 
sorbierte Strahiungs-Energie als Ruoreszenz ree- 
mittiert Diese Fluoreszenz kann auf der Blatto- 
berflache gemessen werden. Die Fluoreszenzmes- 
sung wird an Blattscheibchen. die horizontal Ober 
ein transparentes, Lucite-Fenster gespannt sind, 
wie bei Nalkin et al.. (1981) beschriet)en. vorge- 
nommen. [Lucite steht fur polymerisiertes Harz aus 
Methylmethacrylat] Das Erreger-Licht stammt von 
einem do getriebenen Projektor, das, nach Passage 
eines Filters, in einem Band von aktinlschem Licht 
von 500 bis 600 nrn.mit Intensitaten um 10 nE x 
cm"bc s"' resultiert Die Dauer des Erreger-Uchtes 
betrSgt 3 ms. Das Erreger-Licht ist senkrecht zur 
Blattoberflache ausgerichtet und die Fluoreszenz 
von derselben Oberflache wird mit Hilfe eInes flexi- 
blen Lichtfuhrungssysteois gesammelt und an- 
schliessend nach Passage eines Cut*off Rtters - 
(660 nm) auf einen rotempfindlichen Photomulti- 
plier Qbertragen. Die RuoreszenzdurchgMnge wer- 
den auf einem Osztlloskop aufgezeichnet und di- 
rekt verfilmt 



Licht modulierte Flotation 

Lasst man ausgeschntttene BlattstDckchen auf 
einem Phosphat-Puffer haltigen Detergenz auf- 
schwimmen, bleiben ste an der OberftSche. 
solange die Photosynthese anhSIt, die fOr ein 
hohes O2/CO2 Verhaltnis in den Interzellularraumen 
sorgt 

Lasst man die BlattstOckchen dagegen im Dun- 
keln aufschwimmen oder fUgt man dem Medium 
Photosynthese hemnnende Herbizide bei, dann ver- 
lieren sie sehr schnell ihren Auftrieb und gehen 
unter. EIne Assay-Methode fOr Atrazin-R sistenz ist 
be! Hensley (1981) beschrieben. BlattstQckch n 
werden in R5hrchen mit Atrazin haltiger L5sung 
gegeben und unter Vakgum g s tzt. Die 
BlattstOckchen werden schnell von d r LSsung 



durchdrungen und sinken auf den Grund der 
Losung. Das Vakuum wird anschliessend aufgeho- 
ben, eine BIcarbonat Losung wird zugegeben und 
die Rohrchen dem Licht ausgesetzt. Wird die Pho- 

5 tosynthese nicht durch Atrazin gehemmt dann 
stellt der photosynthetisch erzeugte Sauerstoff in- 
nerhalb des Gewebes die Schwimmfahigkelt wie- 
der her und die BtattstDckchen schwimmen zur 
Oberflache. Atrazin-sensitive Stuckchen verbteiben 

10 dagegen am Boden. 



BeisDiel 8: Transformation von Zellen von Brassica 
raoa (vol. Just Rights 

75 

Brassica rapa Protoplasten werden mit einem 
geeigenten Osmotikum gewaschen und in iner 
Populationsdichte von 5*1 0* pro ml in einem 
Kultur-Medium suspendiert. das entsprechend den 

20 Anweisungen in [Protoplast gj. Proceedings Expe* 
rientta Supplementum. Birkhauser Verlag, Basel. 
Vol. 45 (1983. 44-45] hergestellt wird. 40 %iges 
Polyethylengiykol (PEG) mit einem Molekuargwicht 
von 6000, gelost in modifiziertem F-Medium (pH 

25 5.8) (vgl. Beispiel lb), wird mit der Protoplast nsu- 
spension bis zu einer Endkonzentration von 13 % 
PEG vermischt. Zu diesem Gemisch wird an- 
schliessend sofort eine L5sung t»estehend aus 50 
Mikrogramm des mit Endonuklease Sal I verdauten 

30 Plasmids pBRCAT Oder p32CAT und 60 Mikro- 
gramm Wasser hinzugefOgt Unter gelegentlich m 
RGhren wird diese Mixtur 30 Minuten bei 20" bis 
25 "C inkubiert. Dann werden dreimal 2 ml modifi- 
ziertes F-Medium (insgesamt 6 ml) und zweimal 2 

35 ml Kultur-Medium flnsgesamt 4 ml) in 5 Minuten- 
Inten^allen hinzugegeben. Die Protoplastensuspen- 
sion wird aut Petri-Schalen mit 10 cm Qu rschnitt 
Ubertragen und mit zusMtzllchem Kuttur-Medium 
auf ein Gesamtvolumen von 20 ml ergSnzt Diese 

40 Protoplastensuspensionen werden 45 Minuten bei 
26"C im Dunkein inkubiert 

Die Protoplasten werden durch 5-minOtige 
Sedimentation bei 100 g isoliert. in einem zunMchst 
flOssigen, spMter durch Agarose Gel verfestigten 

45 Kultur-Medium aufgenommen und nach d r ''t>ead 
type culture method" [Plant Cell Reports. 2. 244- 
247 (1983)] kuHiviert. Nach vier Tagen, im Entwic- 
klungsstadium der ersten Zellteliung, wird Chloram- 
phenicol in einer Konzentration von 10 mg/Lit r zu 

60 den Kulturen hinzugegeben. Das flQssig Kultur- 
Medium, das die Agarose-Segmente umgibt, wird 
alle vier Tage durch frische, Chloramphenicol hal- 
tige Nahrl&sung ersetzt Nach vier Wochen w rden 
die Chloramphenicoi-resistent n Kion isoliert und 

55 
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anschli ss nd weiter kultiviert indem si 
wochentlich mit Chloramphenicol-haltiger 
Nahrlosung versorgt werden (10 mg/Uter). 



Beisoiel 9: Transformation von Protoola^^n 

Man geht aus von Lolium multiflorum-Protopla- 
sten nnit einer Konzentration von 2*1 0* pro ml in 
einer 0.4 nnolaren Mannitol-Losung von pH 5.8. 2u 
dieser Suspension werden nacheinander 0.5 ml 40 
% Polyethylenglycol (PEG) mit einem Molekularge- 
wicht von 6000 in modifiziertem (pH 5.8) F-Medium 
[Nature 22S. 72-74. (1982)] und 65 Mikroliter einer 
wassrigen Losung mit 50 Mikrogramm des Plas- 
mids p32CAT oder pBRCAT hinzugefOgt. Dieses 
Gemisch wird 30 Minuten bei 26*0 und gelegentli- 
chem UmrOhren inkubiert und anschliessend mit F- 
Medium verdunnt. Dies geschieht gemSss Be- 
schreibung in [Nature 296. (1982)]. Die Protopla- 
sten werden durch Zentrifugation (5 Minuten bei 
100 g) isoliert und in 4 ml CC-Ku»tur-Medium - 
(Potrykus, Harms und Lorz. Callus Formation from 
Cell Culture Protoplasts of Com (Zea Mays L.). 
Theor. Appl. Genet. §4. 209-214 (1979)] aufgenom- 
men und t>ei 24 'C im Dunkein inkubiert Nach 14 
Tagen werden die sich entwickelnden Zellkulturen 
in das gleiche Medium QberfQhrt. das aber nun- 
mehr Chtoramphenicol (10 mg/Uter) enthSlt. Resi- 
stente Kolonien werden auf ein Agar-Medium -das 
gleiche Medium wie oben. 10 mg/Uter Chloram- 
phenicol ohne Osmotikum Qbertragen und an- 
schliessend, nachdem sie eine Grosse von mehre- 
ren Gramm Frischgewicht pro Kolonie erreicht ha- 
ben, im Hinblick auf die Gegenwart des baktehellen 
Gens und die biologische AktivitSt des Gens analy- 
siert 



B^*sP'g> Ifi: Transfomriation von kultivierten Zellen 
yoQ Nicotiana tabacum durch Uebertraoung von 
D32CAT. pBRCAT ^dgr pUCHI mjl Hi!fa dSC Elek- 
troDoration 

Protoplasten werden erhalten durch Sedimenta- 
tion von 50 ml einer 10 g-Phasen Suspensionskul- 
tur einer Nitrat Reduktase defekten Variante von 
Nicotiana tatiacum. Zell-Stamm nia-115 [MOIIer. 
A.J. und R. Grafe, Mol. Gen. Genet. 1£1, 67-76 - 
(1978)] und Resuspension in 20 ml einer Enzym- 
L6sung [2 % Cellulase Onozuka R-10. 1 % Mace- 
rozyme R019 und 0.5 % Driselase (erhSWich von 
der Chemischen Fabrik Schweizerhalle, Basel), in 
einer Wasch-L6sung (0^ M Mannitol. 0.04 M Cal- 
dumchtorid und OJS % 2-(N-morpholin)- 
ethansulfonsSure) eingestellt auf pH 5.6 mit KOHJ 
und Inkubation fOr 3 Stunden auf einer Rund- 
schOttelmaschine bei 24*C. Die Protoplasten wer- 



den anschliessend durch nitration durch ein Sieb 
mit einer Maschenweite von 100 Mikrometem von 
unverdautem Gewebe at)getrennt. Das gleiche 
Volumen einer 0.6 M Sucrose-L6sung wird zugege- 
5 ben und die erhaltene Suspension 10 Minuten bei 
100 g zentrifugiert. Die Protoplasten. die an der 
OberflSche aufschwimmen werden gesamm It und 
dreimal durch Sedimentation in der Wasch-Losung 
gewaschen. 

10 Die Transformation wird mit Hilfe der Elektro- 
poration durchgefOhrt. Die Kammer eines Dialog 
"Porators- (erhSltlich von Dialog GmbH. Harffstr. 
34. 4000 DOsseldorf. BundesrepuWik Deutschiand) 
wird durch Waschen mit 70 %igen Alkohol und an- 

15 schliessend mit 100 %igem Alkohol sterilisiert und 
durch einen Strom steriler Luft aus einem GeblSse 
mit laminarer LuftstrSmung getrocknet Die Proto- 
plasten werden in einer Konzentration von 1#10* 
/ml in einer 0.4 M Mannitol-LSsung suspendiert 
' 20 und mit MagnesiunrK:hlorid auf einen Widerstand 
von 1 .4 kOhm eingestellt. Anschliessend wird pBR- 
CAT. pUCHl Oder p32CAT in einer Konzentration 
von 10 Mikrogramm/ml zugegeben. 0,38 ml Proben 
dieser Protopiasten-Suspension werden dreimal in 

25 Intervallen von 10 Sekunden mit einer Spannung 
von 1000 Oder 2000 Volt beaufschlagt. Die Proto- 
plasten werden anschliessend in einer Konzentra- 
tion von 1«10Vml in 3 ml eines AA-CH Mediums - 
(AA Medium of Glimelius. K. et al., Physiol. Plant 

30 44. 273-277 (1978)]. kultiviert. welches sowohl 
durch Erhohung der Inositolkonzentration auf 100 
mg/Uter und der Sucrose-Konzentration auf 34 
g/Uter, als auch durch Zusatz von 0.05 ml/Uter 2- 
(3-Methyl-2-butenyl)adenm modifiziert v«jrd und 

35 das aufgrund seines Gehalts von 0.6 % Agarose - 
[Sea Plaque. FMC Corp., Marine Colloids Division, 
P.O. Box 308, Rockland. Maine 04841, USA] verfe- 
stigt ist. Nach eirier Woche wird die Agarose- 
Schicht. die die Protoplasten enthSIt, In 30 ml ines 

40 flussigen AA-CH Mediums OberfOhrt, das 10 
mgyliter Chtoramphenicol enthSIt. Nach drel Wo- 
chen, in deren Verlauf jewetis die HMIfte des 
Mediums w6chentlich durch frisches Medium der 
gleichen Zusammensetzung ersetzt wird, k6nnen 

45 die transformierten Zellkolonien vtsuell wahrgenom- 
men werden. Vier Wochen nach der UeberfOhmng 
in das Chloramphenicol-haltige Medium w rden 
diese Kokmien auf ein AA-Medium [Glimelius. K. et 
al., Physiol. Plant. 44. 273-277 (1978)]; mit 0.8% 

50 Agar Qbertragen, das 10 mgAJter Chloramph nicol 
enthSlt. fOr die woitere KuWvierung und Untersu- 
chung. 

Analoge Untersuchungen mit Protoplasten von 
P'^a??'?? ^ und Lolium multiftorum fOhren ben- 
55 falls 2u erfolgreichen Transformationen. 
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Beispiel IJ.: Transformation von Chloroplasten von 
Nicotiana tabacum Z lien durch Transfer d r 
Donor-DNA mit Hiife der Elektroporation 

Die Praparation des Elektroporators und der 
Protoplasten erfoigt gemass Beispiel 10, bzw. Bel- 
spiel 6. 

Fur die Transformation werden Protoplaten von 
Nicotiana tabacum in einer Konzentration von 
1.6«10Vml in einer Mannitol-Losung resuspendiert - 
[0.4 M, gepuffert mit 0.5 % w/v 2-(N-MorphoIin)- 
ethansulfonsSure; pH 5.6], Die Widerstand der 
Protoplasten-Suspension wird in der Porator-Kam- 
mer (0.38 ml) gemessen und mit einer 
Magnesiumchlorid-Losung auf einen Wert zwischen 
1 und 1.2 kOhm eingestellt 0.5 ml Proben werden 
entnommen und kommen in mit einem Deckel ver- 
schliessbares Plastik-RQhrchen (5 ml Volumen), in 
die zuvor 40 Mikroliter Waser mit 8 Mikrogramm 
Donor-DN^C und 20 Mikrogramm Kalbthymus-DNA 
gegeben warden, sowie 0.25 ml einer 
PolyethylenglykoI-L6sung (24 % wA^ in 0.4 M Man- 
nitol). 

9 Minuten nach der Zugabe der DNA werden 
0.38 ml Proben in die Elektroporator-Kammer ge- 
geben. 10 Minuten nach Zugabe der DNA wird die 
Protoplastensuspension in der Kammer mit drei 
Impulsen (1000-2000 Volt) in einem Abstand von 
10 Sekunden beaufschlagt Die behandelten Pro- 
ben werden in Petrischalen mit 6 cm Durchmesser 
gegeben und 10 Minuten bei 20 "C gehalten. An- 
schliessend werden 3 ml Ka-Medium mit 0.7 % w/v 
"Sea Plaque Agarose* zu jeder Petrischale zuge- 
geben und der Inhalt der Scheie sorgfSltig gemi- 
scht Nach der Verfestigung des Inhalts jeder Sche- 
ie werden die Kulturen einen Tag bei 24 "C Dun- 
keln und 6 Tage im Hellen gehalten. Die Protopla- 
stenhaltige Agarose wird dann in vier Telle zer- 
schnitten und in ein flussiges Medium eingebracht 
Die Protoplasten werden anschliessend nach der 
"bead type culturing method" kultiviert Kalli-Gewe- 
be. das durch Selektion des transformierten Mate- 
rials mit Chloramphenicol erhalten wird und Pftan- 
zen, die daraus regeneriert werden enthalten das 
CAT-Enzym (Chloramphenicol-Acetyl-Transferase) 
als Produkt des CAT-Gens. 

Die Elektroporation fOhrt zu einer 5 bis 10- 
fachen Erhohung der Transformations-Frequenz 
verglichen mit der Methode ohne Elektroporation. 
Analoge Untersuchungen mit Brassica raoa c.v. 
Just Right und Lolium multiflorum ergaben eben- 
falls einen Anstieg der Transformations-Frequenz in 
der gleichen Grossenordnung. 



Beispiel 12: Transformation von Zellen von Nico* 
tiana tabacum durch die Uebertragung des CAT- 
Gens mit Hilfe der Hitze-Schock-Behandluno 

5 Protoplasten, die aus Blattem oder von Nico- 

tiana tabacum Zellkulturen isoliert wurden, werden. 
wie in den Beispielen 6 und 10 beschrieben. 
gewonnen und analog den vorhergehenden Bei- 
spielen in ein osmotisch stabilisiertes Medium 

10 OberfUhrt. 

Die Protoplasten-Suspensionen werden 5 Minu- 
ten bei 45 ""C gehalten, und dann 10 Sekunden mit 
Eis auf O^'C abgekuhlt anschliessend wird das 
Plasmid pBRCAT. pUCHI oder pBRCAT. wie in den 

75 Beispielen 6 und 10 beschrieben, hinzugefugt. 

Die Hitze-Schock-Behandlung erh5ht die 
Transformations-Frequenz um den Faktor 10 Oder 
mehr. verglichen mit einer Transformation, die 
Ohne diese Behandlung durchgefQhrt wird. 

20 

Beispiel 13: Transformation von Pflanzenzellen ver- 
schiedener Herkunft durch Uebertraouno des CAT- 
Gens. indem man in einem ersten Schritt Protoola- 
25 sten und Gene zusammenbrinot und anschliessend 
eine kombinierte Behandiuno durchfphrt 

RIanzen-Protoplasten: Nicotiana tabacum c.v. 
Petit Havana SRI (A); Brassica raoa c.v. Just Right 

30 (B ) und Lolium multiflorum (C) werden isoli rt und 
gemSss Beispiel 1 1 auf ein osmotisch stabilisiertes 
Medium Obertragen. Die Protoplasten-Suspensio- 
nen werden mit dem Plasmid pUCHI. p32CAT 
Oder pBRCAT entsprechend den Beispielen 6 bis 9 

35 vermischt aber ohne gleichzeitige Behandlung mit 
Polyethylenglykol, Die Protoplastensuspensionen 
werden dann gemdss Beispiel 12 einer Hitze- 
schockbehandtung ausgesetzt und anschliessend 
einer Polyethylenglykol-Behandlung entsprechen- 

40 den Beispielen 6 bis 9 und zuietzt einer . Q ktro- 
poration gemass Beispiel 11 unterworfen. Die 
Transformationsfrequenz bei dieser Vorgehens- 
weise liegt zwischen 10^ und 10"*, kann je nach 
den gewahlten Bedingungen aber auf 1 % bis 2 % 

45 gesteigert werden. 
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25 AnsprUche 

1. Verfahren zur direkten Einschleusung von 
DNA in die Plastide und Mitochondrien von pflanzli- 
chen Protoplasten. wobei besagte DNA aus ein m 

30 Oder mehrerer Gene und in Piastiden und Mito- 
chondrien aktiven Promotoren besteht. dadurch ge- 
kennzetchnet, dass man in Abwesenheit eines Pa- 
thogens diese besagte DNA in einem Medium, in 
dem die DNA in die Protoplasten und die darin 

35 befindlichen Plastide und Mitochondrien einzudrin- 
gen vermag, so lange mit den Protoplasten in 
Kontakt bringt, dass diese Penetration 
gewShrleistet ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
40 kennzeichnet. dass man es bis zur Regeneration 

von transformierten Pflaruenzellen aus den trans- 
form lerten Protoplasten weitertaufen ISsst 

3. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 Oder 
2, dadurch gekennzeichnet dass man das Verfah- 

45 ren bis zur Regeneration von transformierten Pflan- 
zen weitertaufen ISsst 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet dass es sich be\ der inzu- 
schleusenden DNA urn lineare DNA handelt. 

60 5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass es sich t>et der inzu* 
schleusenden DNA urn zirkulMre DNA handelt 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die zirkulSr DNA keine od r 

65 eine noch mehr re T-DNA-Grenzregionen enthMtt 
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7. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es sich bei d r einzu- 
schleus nden DNA urn ein DNA handelt. die in 
d n Plastiden Oder Mitrochondri n eine Herbizidre- 
sistenz Qbertragt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet dass es sich bei besagtenn Herbizid 
um Atrazin handelt. 

9. Verfahren nach Anspruch 7. dadurch ge- 
kennzeichnet dass die einzuschleusende DNA ne- 
ben der Herbizidreslstenz eine zweite fOr die 
Landwirtschaft brauchbare Eigenschaft ubertragt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass die einzuschleusende DNA ein- 
en selektierbaren Marker und ein Gen enthalt. wel- 
ches eine landwirtschaftlich bedeutungsvolie 
Eigenshaft Ubertragt 

11. Verfahren nach Anspruch 10. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Markergen eine Antibiotika- 
Resistenz erzeugt 

12. Verfahren nach Anspruch 11. dadurch ge- 
kennzeichnet dass es sich bei der Antibiotika-Resi- 
stenz um Chloramphenicol-oder Kanamycln-Resi- 
stenz handelt. 

13. Verfahren nach Anspruch 10. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es sich be! der landwirt- 
schaftlich bedeutungsvollen Eigenschaft um eine 
Herbizid-Resistenz handelt 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge- 
kennzelchnet dass es sich bei der Herbizid-Resi- 
stenz um Atrazin-Resistenz handelt. 

15. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet dass es sich bei dem einzu- 
schleusenden Gen um ein chimares Gen handelt 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet dass die einzuschleusende DNA ein 
Replikationsslgnal enthSIt 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet dass die einzuschleusende DNA ein 
Integrationsstgnal enthSIt 

18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet dass man das Verfahren mh aus 
BISttem stammenden Protoptasten durchfOhrt 

19. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet dass man ein osmotisch stabilisiertes 
fOr Protoplasten geeignetes Kulturmedium einsetzt. 

20. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzelchnet, dass man ein Medium verwendet 
das pflanzenvertrSgliche divalente Kationen enthMIt 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch ge- 
kennzetchnet dass es sich bei den Kationen um 
Magnesium-oder Calzium-Kationen handelt 

22. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet dass das Medium einen mehnverti- 
g n Alkohol enthSU. d r die Zellm mbran v randert 
und die Zellfuslon begUnstigt 



23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch ge- 
kennzeichnet dass es sich bei dem mehrwertigen 
Alkohol um Polyethyl nglykoL Polypropylenglykol 
Oder Polyvinylglykol handelt. 
5 24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch ge- 

kennzeichnet dass es sich bei dem mehrwertigen 
Alkohol um Polyethylenglykol (PEG) handelt 

25. Verfahren nach Anspruch 24. dadurch ge- 
kennzeichnet dass das Polyethylenglykol ein Mole- 

70 kulargewicht zwischen 1000 und 10000 aufweist. 

26. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet dass die DNA und die Protoplasten 
einer l-iitzeschockiDehandlung unterworfen w rden. 

27. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
75 kennzeichnet. dass die DNA und die Protoplast n 

einer Elektroporation unterworfen werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet dass die ElnfOhrung der DNA in die 
Protoplasten durch Kombination zweier Massnah- 

20 men ausgewShlt aus einer Polyethylenglykolbe- 
handlung. Hitzeschockbehandlung und Elektropora- 
tion erfolgt. 

29. Verfahren nach Anspruch 28. dadurch ge- 
kennzeichnet dass der Gentransfer derart durctv 

25 gefuhrt wird. dass man zur Einschleusung des 
Fremdgens das besagte Gen und die Protoplasten 
in eine Losung gibt und die'resultierende Suspen- 
sion zuerst einer Hitzeschockbehandlung und an- 
schtiessend einer Polyethylenglykotbehandlung 

30 untenwirft 

30. Verfahren nach Anspaich 1, dadurch ge- 
kennzeichnet dass der Gentransfer derart durciv 
gefuhrt wird. dass man zur Enschieusung d s 
Fremdgens das besagte Gen und die Protoptasten 

35 in eine L5sung gibt und die resultierende Susper^ 
sion zuerst einer Hitzeschockbehandlung dann ein- 
er Polyethylenglykolbehandlung. und zuletzt ein r 
Elektroporation unterwirft 

31. Verfahren nach Anspnich 1. dadurch ge- 
40 kennzeichnet dass das verwendete Medium in n 

mehrwertigen Alkohol enthSlt der die Protoplasten- 
membran verSndert und die Zellfuslon f5rdert und 
man die in diesem Medium suspendierte DNA zu- 
sammen mit den Protoplasten einer Elektroporation 
45 und/oder einer Hitzeschockbehandlung unt rwirft 

32. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet dass man zusgtziich die extracel- 
lulSren Nukleasen inaktlviert 

33. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
50 kennzeichnet dass man Protoplasten aus Pflanzen- 

zellen der Rlanzen der Famillen der Gramineae, 
Solamaceae oder der Gruciferae einzetzt. 

34. Verfahren nach Anspruch 33. dadurch ge- 
kennzeichnet dass man Protoplasten aus Pfianzen- 

55 zellen der Pflanzen der Familie d r Gramineae 
insetzL 



18 



35 



0 223 247 



36 



35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch ge- 
kennzetchnet. dass es sich bei den Gramineae um 
Getreide handelt. 

36. Verfahren nach Anspruch 35. dadurch ge- 
kennzeichnel, dass es sich bei dem Getreide um s 
Mats. Weizen. Reis. Gerste. Hafer, Hirse. Roggen 
Oder Sorghum handett. 

37. Die aus dem in den AnsprQchen 1 bis 36 
resuttierenden transform lerten Protoptasten. Rlan- 
zenzellen, Zellaggregate. Pflanzen und Samen lo 
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sowj .deren Nachkommen. die die durch die 
Transformation erzeugte neue Eigenschaft aufwei- 
sen. 

38. Alle Kr uzungs-und Fusionsprodukte mit 
dem in Anspruch 37 definierten transformierten 
Pfianzenmaterial, die die durch die Transformation 
erzeugten neuen Eigenschaften aufweisen. 
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